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Titre : Analyse génétique d’une stérilité hybride chez Arabidopsis thaliana. 
Mots clés : stérilité hybride, stérilité mâle cytoplasmique, conflit génomique, pollen killer, isolement 
reproducteur. 
Résumé : Un objectif central de la biologie évolutive est la compréhension des mécanismes qui conduisent à la 
formation de nouvelles espèces. Les stérilités hybrides constituent un type de barrières reproductives pouvant 
mener à la spéciation. Ce travail dissèque les bases génétiques d’une stérilité mâle observée chez l'hybride entre 
deux accessions naturelles d'Arabidopsis thaliana, Shahdara et Mr-0, lorsque Shahdara est le parent femelle. Par 
des approches génétiques et cytologiques, nous montrons que deux phénomènes interviennent dans cette 
stérilité. D'une part le cytoplasme de Shahdara induit une stérilité mâle cytoplasmique (CMS), en interaction 
avec plusieurs locus nucléaires. D'autre part, une létalité pollinique est due à plusieurs locus distorteurs de 
ségrégation (pollen killers). La stérilité de l'hybride résulte d'une liaison génétique entre les déterminants 
nucléaires de la CMS et les pollen killers. L'un des pollen killers a été localisé dans un intervalle de 70 Kb qui 
contient également des éléments nécessaires à la restauration de la CMS. Ce locus est complexe et présente de 
nombreuses variations structurales, notamment au niveau de gènes PPR. Ces résultats suggèrent que deux types 
de conflits génomiques, les distorteurs de ségrégation et la CMS, pourraient coévoluer dans des populations 
naturelles et conduire à l’élaboration de barrières reproductives au sein d'une même espèce. 
 
Title : Genetic analysis of an hybrid sterility in Arabidopsis thaliana. 
Keywords : hybrid sterility, cytoplasmic male sterility, genomic conflict, pollen killer, reproductive 
isolation. 
Species differentiation and the underlying genetics of reproductive isolation are central topics in evolutionary 
biology. Hybrid sterility is one kind of reproductive barrier that can lead to differentiation between species. 
Here, we analyze the complex genetic basis of the intraspecific hybrid male sterility that occurs in offspring of 
two distant natural strains of Arabidopsis thaliana, Shahdara and Mr-0, with Shahdara as the female parent. 
Using genetic approaches as well as cytological observation of pollen viability, we demonstrate that this 
particular hybrid sterility results from two causes of pollen mortality. First, the Shahdara cytoplasm induces 
gametophytic cytoplasmic male sterility controlled by several nuclear loci. Second, several segregation 
distorters leading to allele-specific pollen abortion (pollen killers) operate in the hybrids. The complete sterility 
of the hybrid with the Shahdara cytoplasm results from the genetic linkage of the two causes of pollen 
mortality, i.e. CMS nuclear determinants and pollen killers. One pollen killer was localized in a 70 Kb interval 
which also contains restorer alleles for the CMS. This locus is complex and harbors many structural variations, 
particularly at PPR genes. Our results suggest that two types of genomic conflicts, CMS and segregation 
distorters, may coevolve in natural populations and contribute to reproductive isolation, and possibly to 
speciation. 
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ADN: Acide desoxyribonucléique                                                                                                                                   
ADN‐T : ADN de transfert                                                                                                                                               
ARN : Acide ribonucléique                                                                                                                                                   
ARNm : ARN messager                                                                                                                                                  
ARNr : ARN ribosomique                                                                                                                                                     
ARNt : ARN de transfert 
bp: paire de base de l’ADN 
CAPS : Cleaved amplified polymorphism sequence                                                                                                  
cDNA: ADN complémentaire                                                                                                                                              
CRB : Centre de Ressources biologiques 
CPK: Cartographie  du pollen killer                                                                                                                                    
CRISPR : Clustered Regularly Interspersed Palindromic Repeats                                                                                 
cfu : colony forming unit 
EDTA : Éthylène Diamine Tétra‐Acétique                                                                                                                         
EST: Expressed sequence Tag 
Indel: Insertion‐délétion 
Kb: kilo base de l’ADN 
M : concentration molaire (mol/litre) 
mM : concentration milli molaire (mmole/litre)   
NaCl: Chlorure de sodium                                                                                                                                                    
ORF : Open reading frame  
PCR: Polymerase chain reaction 
pH : potentiel hydrogène 
PK3: Pollen killer à L3 
QTL: Quantitative trait loci ou locus à effets quantitatif 
RPM: rotation par minute 
SDS: sodium dodecyl sulfate 
SNP: Single nucleotide polymorphism                                                                                                                      
SUMO: small ubiquitine‐like modifier 
TBE : tampon de migration Tris Borate, EDTA 
Tris : trishydroxyméthylaminométhane 
U: tension électrique (Volt) 
µl: microlitre 
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1-1 LES STERILITES HYBRIDES : DES BARRIERES REPRODUCTIVES ENTRE LES ESPECES 
 
L’idée la plus largement répandue est que les espèces existent en tant qu’entités distinctes 
du fait de barrières reproductives les empêchant de s’inter-croiser (PRESGRAVES 2013). De fait, 
le croisement entre espèces engendre souvent des hybrides stériles. Par ailleurs, on peut 
parfois observer des stérilités après des croisements entre génotypes, souvent divergents, 
d’une même espèce. Ces stérilités sont alors considérées comme le signe d’un évènement 
de spéciation en cours.  
Cependant, de nombreuses espèces s'hybrident naturellement et ont une descendance 
fertile. L’hybridation est alors considérée comme une source de diversification et d’évolution 
des espèces, parfois utile à l’Homme.  
 
1-2 LES HYBRIDES SONT UTILES EN AGRICULTURE 
 
Depuis environ 10 000 ans les agriculteurs améliorent les plantes en sélectionnant celles qui 
présentent les caractères les plus utiles à leur usage. L’Homme a ainsi choisi 
préférentiellement pour son alimentation des plantes avec de beaux et de nombreux grains. 
Depuis des siècles, nos ancêtres effectuent des croisements et sélectionnent les hybrides 
avec les caractères les plus avantageux des deux parents. De nombreuses espèces cultivées 
sont issues d’hybridations interspécifiques même involontaires (blé, colza). Avec la 
découverte au début du vingtième siècle des possibilités offertes par la culture de plantes 
hybrides, l’agriculture va prendre un nouvel essor. L’américain George Harisson Shull 
découvre que le croisement de deux lignées de maïs donne une descendance plus 
vigoureuse plus productive et plus résistante aux maladies que la moyenne de ses parents. Il 
invente le terme d’hétérosis (« changement » en grec ancien) pour décrire ce phénomène 
(SHULL 1908). Aujourd’hui, de nombreuses céréales, des légumes et des fleurs sont cultivées 
sous une forme d’hybride afin d’accroitre la production agricole (BIRCHLER et al. 2003).  
1- L’HYBRIDE : UN GENOTYPE INNOVANT 
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Par ailleurs, l’utilisation d’espèces apparentées, ou de génotypes très divergents est une 
source de diversité génétique importante pour l’amélioration des plantes. L’hybridation est 
d’ailleurs une technologie encore largement utilisée en amélioration des plantes afin 
d’exploiter cette diversité génétique. Les ressources génétiques conservées et caractérisées 
dans des centres de ressources biologiques dédiés, facilitent ainsi leur exploitation ultérieure 
par les sélectionneurs.  
 
1-3 LES STERILITES HYBRIDES : UN FREIN A L’EXPLO ITATION DES RESSOURCES 
GENETIQUES 
 
Cependant, lorsque des stérilités apparaissent suite à des croisements entre des taxons très 
proches, ou même entre populations divergentes de la même espèce, elles établissent des 
obstacles majeurs à l’exploitation des ressources génétiques. De plus, comme le degré 
d'hétérosis a tendance à augmenter avec l'augmentation de la diversité génétique entre les 
parents, l’exploitation de la vigueur hybride augmente aussi la probabilité d'anomalies 
observées aux générations F1 et F2 (FU et al. 2015).  Ces barrières reproductives proviennent 
d’incompatibilités génétiques qui provoquent des diminutions importantes de la valeur 
sélective dans la descendance. Par exemple chez le riz, les gros efforts investis au cours des 
dernières décennies dans la construction d’hybrides entre les deux sous espèces O. sativa 
spp indica et spp japonica ont été entravés par l’apparition fréquente de stérilités chez les 
hybrides, ce qui limite l’exploitation du fort potentiel d’hétérosis observé (OUYANG et al. 
2010).  
 
1-4 L’ANALYSE DES STERIL ITES HYBRIDES : DE MULTIPLES INTERETS 
 
D’un point de vue appliqué, mieux comprendre les stérilités hybrides est un objectif majeur 
en amélioration des plantes puisqu’il va permettre de lever les obstacles à l’exploitation de 
la vigueur hybride et de la diversité génétique. Les mécanismes conduisant à l’établissement 
de barrières reproductives peuvent être élucidés efficacement grâce à des analyses 
mainteneur CMS 
CMS restaurateurs 
Figure A1: Application du système de stérilité mâle cytoplasmique à la production 
d’hybrides. 
Ce système repose sur trois lignées différentes: femelle, mainteneur et restaurateur. La 
lignée femelle porte un cytoplasme stérilisant (S) et des allèles nucléaires récessifs (rf) 
ne permettant pas de restaurer la fertilité. Le mainteneur porte un cytoplasme non-
stérilisant (N) et un génome nucléaire (rfrf) identique à celui de la lignée femelle. Le 
restaurateur porte un cytoplasme stérilisant (S) ou non-stérilisant (N) et des allèles 
restaurateurs de fertilité (RfRf) fonctionnels. La lignée femelle est propagée par 
croisement avec le mainteneur (mâle); le mainteneur et le restaurateur peuvent 
produire des graines par auto-écondation. La lignée femelle est croisée avec le 
restaurateur pour produire les hybrides mâles fertiles (d’après Chen and Liu 2013). 
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génétiques (TURNER et al. 2014). L’identification et la caractérisation des locus impliqués dans 
la stérilité hybride est une étape indispensable pour arriver à maitriser ces incompatibilités.  
 
Par ailleurs, l’analyse génétique de stérilités hybrides peut permettre de découvrir des 
mécanismes utiles à la production de variétés innovantes. Ainsi, la découverte de systèmes 
de stérilité mâle cytoplasmique (CMS) a permis de faciliter et d'accélérer la production de 
semences hybrides. L'avantage de ce système réside dans la facilité à produire les semences 
des femelles qui produiront elles-mêmes les semences hybrides. En particulier, le caractère 
mâle-stérile ne ségrège pas dans les lots de semences femelles (Figure A1). Initialement 
utilisés chez le maïs dans les années 1950, des systèmes de CMS ont été découverts puis 
étendus à de nombreuses espèces d’intérêt agronomique pour la production de variétés 
hybrides. Chez le riz, l’utilisation de systèmes de stérilité mâle a permis d'augmenter les 
rendements des variétés de riz de plus de 20% (SHAOQING et al. 2007).  
D’un point de vue fondamental, les stérilités hybrides peuvent nous aider à mieux  
comprendre l’élaboration des barrières reproductives entre les espèces. En effet, ces 
incompatibilités génétiques sont suspectées de jouer un rôle majeur dans les phénomènes 
de spéciation (BOMBLIES and WEIGEL 2010; ALCAZAR et al. 2012). Mieux comprendre les 
mécanismes génétiques et moléculaires des stérilités hybrides participe donc à 
l’amélioration des connaissances sur les origines de la spéciation qui est l’un des grands 
enjeux de la biologie moderne. 
 
 
 
2-1 DEFINITION DE L’INCOMPATIBILITE HYBRIDE 
 
Les incompatibilités hybrides au sens large peuvent être définies comme les mécanismes 
génétiques responsables d’un défaut de transmission de tout ou d’une partie des gènes d’un 
individu hybride. La frontière entre hybride interspécifique et hybride entre individus issus 
2- LES INCOMPATIBILITES HYBRIDES  
Figure A2: Les incompatibilités hybrides. 
Représentation de deux génotypes parentaux et de trois descendants issus de 
l’hybridation des deux parents. Chaque individu est représenté par une paire de 
chromosome et trois locus non liés génétiquement. L’hybridation des deux génotypes 
parentaux peut aboutir à des incompatibilités hybrides qui s’observent à différentes 
générations. Chez l’hybride F1,  l’interaction délétère entre deux allèles à un locus peut 
conduire à la contre sélection d’un des deux allèles dans la descendance. Les 
incompatibilités hybrides peuvent aussi résulter d’interactions à plusieurs locus. En 
fonction des relations de dominance entre les allèles, l’incompatibilité hybride  peut 
s’exprimer dans la population de rétrocroisement (1 locus à l’état homozygote, le 
deuxième à l’état hétérozygote), ou à la génération F2, si les deux locus portent des 
allèles récessifs (d’après Maheshwari  and Barbash 2011). 
incompatibilités 
hybrides 
d’après Maheshwari S, Barbash DA. 2011 
 
parent 1    
rétrocroisement 
parent 2 
locus 2 
locus 3    
locus 1 1 locus  hétérozygote => interaction  délétère 
(allèle parent 1  
contre sélectionné)  
1 locus  homozygote 
1 locus hétérozygote 
=> interaction  délétère 
 
2 locus  homozygotes 
=> interaction  délétère 
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de populations appartenant à la même espèce n’étant pas toujours facile à établir, 
notamment chez les plantes, les incompatibilités hybrides décrites intègreront 
indépendamment des croisements inter et intra-spécifiques. Par ailleurs, j’étendrai la notion 
d’incompatibilité hybride aux générations F2 et de rétrocroisements qui permettent 
notamment, en ayant accès à des génotypes homozygotes, d’identifier des locus portant des 
allèles incompatibles récessifs (Figure A2) et de les cartographier.  
 
2-2 INCOMPATIBILITES HYBRIDES ET BARRIERES REPRODUCTIVES 
 
En limitant ou en s’opposant à la transmission (le flux) des gènes entre espèces ou entre 
populations naturelles, les incompatibilités génétiques forment des barrières reproductives. 
Traditionnellement, ces limitations du flux de gènes se répartissent dans deux groupes en 
fonction du moment où elles s’exercent. Celles qui s’opposent à la formation de l’hybride 
sont dites pré-zygotiques. Chez les plantes, ces barrières semblent être celles qui participent 
majoritairement à l’isolement reproducteur (LOWRY et al. 2008). Celles qui agissent une fois 
l’hybride formé en affectant sa valeur sélective sont décrites comme des barrières post-
zygotiques (Figure A3).  Les incompatibilités hybrides appartiennent à cette deuxième 
catégorie (COYNE 1992). En s’établissant précocement dans des populations naturelles non 
isolées, les incompatibilités génétiques limitent les flux de gènes entre les groupes et 
favorisent leur divergence. Ce phénomène peut à son tour faciliter l’isolement reproductif 
entre les lignages, et ainsi participer aux évènements de spéciation (COYNE 1992). Cependant, 
Les barrières génétiques peuvent apparaitre également comme des conséquences de la 
divergence entre deux lignages qui suivent déjà des trajectoires évolutives différentes (COYNE 
1992). Il est donc difficile de déterminer si une barrière reproductive observée entre deux 
espèces est une cause ou une conséquence d’un évènement de spéciation. Les étudier peut 
donc contribuer à mieux comprendre l’établissement de mécanismes d’isolement 
reproductif pouvant aboutir à des événements de spéciation. 
Les incompatibilités hybrides peuvent reposer sur des systèmes génétiques différents, 
impliquer des mécanismes physiologiques et des fonctions variées et peuvent résulter de  
plusieurs types de trajectoires évolutives. J’ai choisi de les distinguer selon qu’elles reposent 
espèce 1 
espèce 2 
Prezygotique 
pre-pollinisation 
 
-     isolement de l’habitat 
- Isolement temporel 
- Isolement des pollinisateurs 
- Divergence du système de reproduction 
 
Prezygotique 
post-pollinisation 
 
- priorité pollen      
congénère 
- incompatibilité 
pollinique 
 
 
Postzygotique 
 
 
extrinsèque 
- inviabilité écologique 
-  sterilité  
 
intrasèque 
- inviabilité hybride 
- stérilité hybride 
 
F1 et générations 
suivantes 
 
Figure A3: les barrières reproductives pré- et post-zygotiques chez les plantes. 
Représentation des différentes barrières reproductives pouvant limiter ou 
s’opposer à l’échange de matériel génétique entre deux espèces végétales. En 
fonction du stade de l’histoire de vie des plantes où ces barrières agissent, on 
distingue les barrières pré-zygotiques qui s’expriment avant la fécondation, des 
barrières post-zygotiques qui s’expriment après fécondation (d’après Rieseberg, L. 
H. & Blackman, B.K., 2010). 
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sur une évolution divergente à deux locus ou qu’elles impliquent l’action d’un élément 
égoïste.  
 
2-3 LES INCOMPATIBILITES HYBRIDES BASEES SUR UNE EVOLUTION DIVERGENTE A 
PLUSIEURS LOCUS 
 
2-3-1 LE MODELE DE DOBZHANSKY MULLER : UN MODELE GENERAL 
 
Le premier type d’incompatibilité hybride repose sur une évolution divergente à deux locus 
entre deux lignages. Les premiers évolutionnistes ont tenté d'expliquer comment des 
phénotypes délétères (descendance non viable ou stérile) pouvaient apparaître dans des 
conditions naturelles (DARWIN 1859). Le modèle de Dobzhansky-Muller, qui a été développé 
indépendamment par Bateson, Dobzhansky et Muller, fournit une solution génétique à cette 
question (ORR 1996). Ce modèle postule que la stérilité ou la non-viabilité des hybrides est le 
résultat d’interactions négatives entre deux locus ayant évolué séparément (figure A4). Dans 
chacune des populations, les locus évoluent indépendamment et fixent des allèles 
compatibles. Après hybridation, les allèles qui ont évolué indépendamment aux deux locus 
dans des lignées différentes se retrouvent dans le même individu et interagissent 
négativement. En fonction des relations de dominance entre allèles, le phénotype délétère 
peut s’exprimer à différentes générations : en F1 dans le cas d’allèles dérivés dominants, 
mais dans une partie des gamètes ou des descendants F2 si les  allèles dérivés sont récessifs. 
Ce modèle, qui ne s’appuie sur aucune hypothèse particulière quant aux forces évolutives 
ayant conduit à la fixation des différents allèles aux locus en interaction, est facilement 
généralisable (COYNE and ORR 1998). Néanmoins, un modèle si général ne permet pas de 
construire de réelles prédictions sur les mécanismes en jeu, et la réalité génétique des 
incompatibilités hybrides est souvent plus compliquée que celle décrite dans le modèle. Les 
exemples décrits dans la littérature apportent des informations sur le mode de 
fonctionnement de ces incompatibilités hybrides.  
 
 
Figure A4 : le modèle d’incompatibilité hybride de Dobzhansky-Muller. 
Ce modèle propose une explication génétique à l’émergence d’incompatibilité chez 
l’hybride en l’absence d’une diminution de la valeur sélective chez les accessions 
parentales. Le génotype ancestral est homozygote à deux locus non liés 
génétiquement. L’isolement de chacune des populations conduit à leur divergence. 
Par mutation un allèle « a » apparait au locus 1 dans l’une des populations, alors 
qu’un l’allèle « b » apparait dans l'autre population. Les nouveaux allèles « a » et 
« b » se fixent dans leurs populations respectives. Ces nouvelles combinaisons 
alléliques ne diminuent pas la valeur sélective des individus qui les portent. 
L’hybridation entre des individus de chacune des populations réunit à la génération 
F1 les allèles « a » et « b » qui n’ont pas co-évolué et qui sont incompatibles. 
L’incompatibilité peut se manifester dans les gamètes recombinés ou à la génération 
F2, dans les individus combinant les allèles a et b (adapté de Wu and Ting 2004). 
incompatibilité 
F2 
génotype 
ancestral 
nouvelle 
mutation 
fixation  
nouvelle 
mutation 
A B 
A B 
A b 
A B 
a B 
A B 
a B 
a B 
A b 
A b 
gamètes 
a b 
A b 
a B 
A B 
hybride 
a B 
A b 
F1 
a b 
a b 
a b 
A b 
a b 
a B 
…
 
effet délétère 
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2-3-2 EXEMPLES D’EVOLUTION DIVERGENTE A PLUSIEURS LOCUS 
 
Chez la drosophile, le croisement entre deux espèces dont l’une a connu la transposition 
d’un gène essentiel aboutit à l’absence de copie fonctionnelle dans la descendance de 
rétrocroisements. Ces individus présentent alors un phénotype de stérilité mâle (MASLY et al. 
2006). Chez les plantes, plusieurs exemples mettent en évidence des comportements 
similaires. L’absence de certaines combinaisons génotypiques dans les descendants d’une 
plante hybride peut s’expliquer par la duplication d’un gène dont une copie est ensuite 
inactivée dans chacun des parents ; la copie fonctionnelle restante ne se trouvant pas au 
même locus chez les deux parents. A une échelle intra-spécifique, certains croisements entre 
deux accessions naturelles d’Arabidopsis thaliana, par exemple, peuvent aboutir à de telles 
situations. Un phénotype de nécrose apparait chez l’hybride F1 des deux accessions Uk-1 et 
Uk-3. Cette incompatibilité repose sur l’interaction délétère entre les allèles parentaux à des 
locus impliqués dans la réponse d’hypersensibilité aux pathogènes, mais en l’absence 
d’agents infectieux. Cette réponse auto-immune suggère que les pressions sélectives liées au 
conflit hôte-pathogène pourrait provoquer l'apparition de barrières reproductives dans les 
plantes (BOMBLIES et al. 2007). Par ailleurs, une létalité embryonnaire a été observée à la 
génération F2 dans la descendance d’un croisement entre les accessions Cvi-0 et Col-0. Ce 
phénotype s’explique par l'évolution divergente entre les deux paralogues d'un gène 
essentiel impliqué dans la voie de biosynthèse de l’histidine: l’association des deux copies 
inactivées du gène se solde par l’arrêt précoce du développement de la graine, 
probablement parce que l’embryon est incapable de synthétiser de l’histidine (BIKARD et al. 
2009). Chez le riz, le croisement entre les deux sous-espèces O. sativa ssp indica et ssp 
japonica présente une mortalité gamétophytique dans les grains de pollen sans copie 
fonctionnelle du gène dpl (doppelganger) (MIZUTA et al. 2010). Les mesures d’expression 
simultanée de tous les gènes d’un individu n’ont pour le moment  pas permis d’identifier des 
variations d’expression associées à des incompatibilités hybrides (BARBASH and LORIGAN 2007) 
mais ces résultats suggèrent que des régulations épigénétiques pourraient participer, au 
moins dans certains cas, à l’élaboration de barrières reproductives. Chez Arabidopsis 
thaliana, un mécanisme épigénétique est à l’origine d’une incompatibilité entre les deux 
accessions naturelles Shahdara (Sha) et Col-0. Suite à un évènement de duplication, une 
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variation structurale chez Sha induit la synthèse de petits ARN. Ceux-ci provoquent la 
méthylation en trans de la séquence promotrice du paralogue et inactivent son expression 
(DURAND et al. 2012).  
 
2-4 LES INCOMPATIBILITES HYBRIDES BASEES SUR L’ACTION D’ELEMENTS EGOÏSTES 
 
2-4-1 DEFINITION DES ELEMENTS EGOÏSTES 
 
Un deuxième type d’incompatibilité génétique correspond à l’activation dans un fonds 
hybride d’allèles dits égoïstes. Ces facteurs génétiques autonomes favorisent leur propre 
transmission aux dépens d’allèles alternatifs, sans pour autant reposer sur la sélection d’un 
phénotype particulier apportant un avantage à l’individu qui les porte (DOOLITTLE and SAPIENZA 
1980). Ces séquences d’ADN utilisent l’organisme dans lesquelles elles se trouvent 
uniquement comme moyen de propagation (DAWKINS 1976). La présence d’un élément 
génétique égoïste provoque généralement la sélection, au sein du génome qui le porte, 
d’éléments suppresseurs qui annulent ou contrecarrent son effet. Un élément égoïste rendu 
« silencieux » par la présence d’éléments suppresseurs chez un individu peut donc être 
réactivé en présence d’allèles non suppresseurs, après croisement avec un génotype « naïf » 
par exemple.  
 
2-4-2 LA REACTIVATION DES TRANSPOSONS 
 
L’hybridation peut être un facteur de mobilisation des transposons (MCCLINTOCK 1984). Chez 
la drosophile, un croisement intraspécifique chez D. melanogaster met en évidence une 
réactivation des éléments transposables P, I et hobo quand le mâle porte ces éléments et la 
femelle ne les porte pas. Dans le croisement réciproque où la femelle porte les éléments 
transposables et le mâle ne les porte pas, il n’y a pas de réactivation des transposons car 
l’œuf contient des petits ARN d’origine maternelle qui la répriment. La réactivation des 
éléments mobiles chez le premier hybride viendrait du manque de spécificité des petits ARN 
maternels envers les transposons apportés par le père  (KIDWELL 1985). 
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Chez les plantes, plusieurs exemples mettent en évidence la réactivation des éléments 
mobiles par hybridation. Chez le riz, des génotypes issus d’un croisement entre un riz cultivé 
(cultivar Matsumae) et un riz sauvage (Zizania latifolia) montrent une réactivation des 
éléments transposables (SHAN et al. 2005). Chez Arabidopsis, le croisement entre des 
espèces de niveaux de ploïdie différents réactive certains transposons (JOSEFSSON et al. 2006). 
Quand des ovules diploïdes d’A. thaliana sont fécondés par du pollen diploïde d’A. arenosa, 
seulement 5% des graines hybrides sont viables. Dans ces graines, on observe une forte 
expression des rétrotransposons de la famille ATHILA d’origine paternelle. En revanche, le 
croisement entre des ovules tétraploïdes d’A. thaliana et des grains de pollen diploïdes d’A. 
arenosa produit 80% de graines hybrides viables où la réactivation de l’expression des 
transposons est plus faible. Les auteurs suggèrent que la mortalité des graines hybrides du 
premier type s’expliquerait par un dosage insuffisant en répresseurs maternels par rapport 
au nombre de rétrotransposons du père. Une augmentation du niveau de ploïdie chez la 
mère diminuerait la létalité des graines hybrides en corrigeant le déséquilibre entre les 
répresseurs produits dans l’oosphère et les transposons hérités du pollen.  
 
2-4-3 LES DISTORTEURS DE SEGREGATION 
 
Les éléments génétiques qui modifient les proportions mendéliennes attendues pour 
augmenter leur propre transmission sont aussi appelés des distorteurs de ségrégation 
(SANDLER 1957). Les phénomènes de distorsion de ségrégation ont longtemps été considérés 
comme des curiosités génétiques et ce n’est qu’au milieu du XXème siècle qu’ils ont été 
suspectés d’avoir un rôle évolutif important (SANDLER 1957).  
Chez un individu hétérozygote qui porte deux copies différentes d'un gène, les deux formes 
alléliques sont en concurrence pour la représentation dans les gamètes. Si l'une des formes 
alléliques assure sa présence dans plus de la moitié des gamètes, elle sera sélectionnée. Ce 
phénomène, appelé distorsion de ségrégation, peut conduire jusqu'à la disparition complète 
de l'autre forme allélique. Des phénomènes de distorsion de ségrégation sont maintenant 
décrits dans de très nombreuses espèces. Les principaux modèles d’étude travaillés 
aujourd’hui se basent sur des travaux fondateurs réalisés chez le champignon ascomycète 
Neurospora (TURNER and PERKINS 1979), chez la souris, Mus musculus (SILVER 1993) et chez 
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Drosophila melanogaster (LYTTLE 1993). Chez les plantes, ce comportement a été décrit pour 
la première fois dans un croisement entre Nicotiana plumbaginifolia et N. tabacum (CAMERON 
and MOAV 1957). Depuis, de nombreux cas ont été rapportés, en particulier chez les hybrides 
entre des plantes cultivées et leurs parents sauvages, où ils constituent souvent un obstacle 
à la sélection des caractères agronomiques désirés (MAAN 1975). Des tels exemples sont 
retrouvés chez de nombreuses espèces cultivées comme le riz  (SANO 1990), le blé (KUMAR et 
al. 2007), le maïs (BENTOLILA et al. 1992; MURIGNEUX et al. 1993), l’orge (ZIVY et al. 1992; 
DEVAUX et al. 1995) et le mil (BUSSO et al. 1995; LIU et al. 1996). Chez les espèces sauvages, les 
distorteurs de ségrégation ont permis d’étudier les conséquences génétiques et évolutives 
de l’action des éléments égoïstes. Ces travaux ont été réalisés en particulier chez Silene 
latifolia (TAYLOR and INGVARSSON 2003)  et Mimulus guttatus (FISHMAN and SAUNDERS 2008). 
Différents mécanismes aboutissant à une distorsion de ségrégation dans la descendance ont 
été décrits. Je distinguerai arbitrairement ceux portés par un chromosome sexuel de ceux 
portés par un autosome. 
 
2-4-3-1 LES DISTORTEURS DE SEGREGATION PORTES PAR UN CHROMOSOME SEXUEL 
 
La distorsion de ségrégation liée à un chromosome sexuel est une forme courante de 
distorsion de ségrégation observée chez les espèces possédant des chromosomes sexuels. 
L'un des sexes possède deux chromosomes sexuels homologues (XX, ou ZZ). L'autre sexe 
possède deux chromosomes différents (XY, ou ZW) et c'est le gamète de l'individu 
hétérogamétique qui détermine le sexe du zygote. A la méiose, les chromosomes sexuels 
sont répartis par moitié dans les gamètes produits par le parent hétérogamétique, ce qui 
assure la production d'un nombre égal de mâles et de femelles dans la descendance. 
Cependant, un chromosome sexuel capable de biaiser la ségrégation de manière à se 
retrouver majoritaire dans les gamètes sera responsable d’une modification du sex-ratio 
dans la descendance. Des distorsions de ségrégation sexuelle ont été observées dans les 
populations naturelles de nombreuses espèces (HURST and POMIANKOWSKI 1991). La plus 
étudiée est sans doute celle du chromosome X chez la drosophile. La descendance d’un 
croisement avec un mâle portant le chromosome X inducteur de distorsion est composée à 
plus de 90% de femelles. Cette distorsion s’explique par la destruction ou l’inactivation des 
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gamètes portant le chromosome Y. Chez D. simulans, ce phénomène débute par la non-
disjonction des chromatides Y en fin de méiose II (CAZEMAJOR et al. 2000). Des facteurs 
génétiques supprimant la distorsion de ségrégation ont été retrouvés sur le chromosome Y 
et sur des autosomes dans de nombreuses populations (MONTCHAMP-MOREAU et al. 2001). 
Chez les plantes, le modèle d’étude du polymorphisme sexuel est la plante pérenne Silene 
latifolia. Chez cette espèce, le sexe est déterminé par une paire de chromosomes sexuels XY 
et des biais de ségrégation favorisant les individus femelles ont été mis en évidence (TAYLOR 
1994a). Ces distorsions de ségrégation pourraient s’expliquer par l’avortement des grains de 
pollen portant le chromosome Y (TAYLOR and INGVARSSON 2003). Des suppresseurs du système 
de distorsion de ratio sexuel chez Silene latifolia ont été également mis en évidence sur le 
chromosome Y dans des populations naturelles (TAYLOR 1994b). Beaucoup de distorteurs de 
ségrégation décrits semblent impliquer des chromosomes sexuels. Toutefois, cette 
fréquence pourrait être due à la facilité de détection du phénotype associé, la distorsion du 
sex-ratio. 
 
2-4-3-2 LES DISTORTEURS DE SEGREGATION PORTES PAR UN AUTOSOME 
 
Parmi les exemples fondateurs des distorteurs de ségrégation portés par un 
autosome, on retrouve le spore-killer identifié initialement chez les ascomycètes du genre 
Neurospora (TURNER and PERKINS 1979). Un locus hétérozygote porteur d’un allèle killer et 
d’un allèle cible est responsable de la mortalité de toutes les spores portant l’allèle cible.  
Plus récemment, deux spore-killers autonomes, Spok1 et Spok2, ont été identifiés chez 
Podospora anserina (GROGNET et al. 2014). Ils appartiennent à une famille de gènes répandue 
chez beaucoup d’ascomycètes mais de fonction inconnue. Un autre exemple classique de 
distorteur de ségrégation est le locus Sd (Segregation distorter) retrouvé à de faibles 
fréquences dans les populations naturelles de Drosophila melanogaster (POWERS and 
GANETZKY 1991). Les premières observations de ce phénomène datent de 1960 (HIRAIZUMI and 
CROW 1960). Aujourd'hui, le locus Sd est sûrement l’un des distorteurs de ségrégation les 
mieux compris génétiquement. Le système de distorsion de ségrégation repose sur un 
élément killer, un élément cible et au moins trois éléments pouvant modifier la distorsion. 
Les analyses moléculaires ont identifié une version tronquée du gène RanGAP localisée à 
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proximité du centromère comme l’élément killer et une région péricentromérique d’ADN 
répété comme l’élément cible. En présence du killer, la région hétérochromatique de la cible 
n’arriverait pas à se condenser. Les trois éléments modificateurs de la distorsion de 
ségrégation ont été localisés en cis de l’élément killer. Ces activateurs influent sur la force du 
biais de ségrégation (LARRACUENTE and PRESGRAVES 2012). 
 
Chez les plantes, des comportements de distorsion de ségrégation portés par des autosomes 
ont été observés depuis longtemps chez le tabac (CAMERON and MOAV 1957), chez la tomate 
(RICK 1966) et chez le riz (OKA 1974). Cette céréale a été et reste encore aujourd’hui le 
principal modèle d’étude des distorteurs de ségrégation pour les végétaux. Chez le riz, le 
phénotype couramment observé dans ces incompatibilités hybrides est l’élimination des 
gamètes par l’action d’un allèle qui détruit ou rend non fonctionnels les gamètes qui ne le 
portent pas (SANO 1990).  Les analyses génétiques ont identifié un grand nombre de locus 
affectant la fertilité des hybrides par des mécanismes conduisant soit à l’avortement des 
gamètes femelles (SONG et al. 2005), soit à une stérilité pollinique (WANG et al. 2005). A ce 
jour, les études les plus abouties d’incompatibilités hybrides entre les deux sous-espèces O. 
sativa japonica et O. sativa indica concernent le locus S5 pour l’élimination du gamète 
femelle (CHEN et al. 2008; YANG et al. 2012) et le locus Sa pour l’élimination du gamète mâle 
(LONG et al. 2008). Dans le premier exemple, les auteurs ont identifié le locus responsable de 
l’incompatibilité hybride. Le système repose sur trois éléments (killer, cible et protecteur) 
codés par 3 gènes adjacents au locus S5. Le gène ORF5 code une enzyme catalytique de la 
famille des protéases aspartiques, l’ORF3 code potentiellement une chaperone et l’ORF4 n’a 
pas d’homologie avec un gène de fonction connue (QIU et al. 2005). En absence de l’allèle 
indica de l’élément protecteur ORF3, les sacs embryonnaires ne se développent pas du fait 
de l’interaction entre l’allèle indica de l’élément killer et l’allèle japonica de l’élément cible. 
La transmission préférentielle de l’élément protecteur aboutit à la distorsion de ségrégation 
chez l’hybride (YANG et al. 2012). Des génotypes indica au comportement neutre (ni killer ni 
cible) pour ce système sont caractérisés par un allèle défectueux de la protéase aspartique 
et permettent de contourner cette stérilité hybride à des fins de sélection (CHEN et al. 2008). 
Le second exemple décrit également un mécanisme moléculaire aboutissant à une distorsion 
de ségrégation dans les hybrides. Mais cette fois, c’est l’avortement de la moitié des grains 
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de pollen d’une plante hétérozygote (japonica/indica) au locus Sa qui en est responsable 
(LONG et al. 2008). Le fonctionnement de ce système repose sur l’interaction délétère entre 
les produits de deux gènes adjacents. L’un, SaF, code une protéine à boite F ; l’autre, SaM, 
code une SUMO E3 ligase. La plupart des riz indica portent des allèles ‘+’ des deux gènes, 
alors que tous les cultivars japonica testés portent des allèles ‘-‘ des deux gènes. La copie 
SaM- est tronquée à cause d’un polymorphisme entrainant un défaut d’épissage du 5e 
intron. Un seul polymorphisme, entrainant une substitution Phe>Ser à la position 287 
distingue les allèles SaF+ et SaF-. Au niveau moléculaire, les protéines codées par SaF+ et 
SaF- interagissent avec le produit de SaM-, mais pas avec celui de SaM+. L’avortement du 
pollen est observé lorsque les deux allèles SaM et au moins un allèle SaF+ sont portés par la 
plante, et les grains qui avortent sont déterminés par la présence de l’allèle SaM-. Comme le 
défaut de développement apparait au début du stade microspore, le transport des facteurs 
protéiques nécessaires à l’interaction pourrait avoir lieu au stade tétrade grâce à des canaux 
cytoplasmiques faisant communiquer les produits de la méiose (LONG et al. 2008). A ma 
connaissance chez Arabidopsis, aucun distorteur de ségrégation n’a encore été étudié de 
manière approfondie même si ce comportement génétique a déjà été observé et 
cartographié chez A. lyrata (AALTO et al. 2013).  
 
2-4-3-3 LES DISTORTEURS DE SEGREGATION SONT-ILS DES DISTORTEURS DE 
MEIOSE ? 
 
Les distorteurs de ségrégation décrits ci-dessus n’affectent généralement pas la 
méiose proprement dite, contrairement à ce que suggère leur appellation anglophone 
courante de « meiotic drive ». Ils agissent plutôt sur les produits des deux divisions 
méiotiques. Quelques exceptions existent: ce sont les « knobby » chromosomes chez le maïs 
(ou chromosomes en forme de bouton) (BUCKLER et al. 1999) et les chromosomes B chez le 
criquet tacheté (HEWITT 1976). Néanmoins, ces derniers n’altèrent pas directement la 
méiose ; ils exploitent une asymétrie naturelle qui peut exister durant la gamétogenèse 
femelle. Chez de nombreux organismes, seul l’un des produits de la méiose femelle devient 
le gamète fonctionnel. Chez les plantes, l’identité de la macrospore qui poursuit son 
développement est souvent déterminée par sa position par rapport aux autres produits de la 
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méiose. Cela peut favoriser les chromosomes qui ont des mouvements rapides le long du 
fuseau méiotique. Ainsi, les chromosomes porteurs de boutons hétérochromatiques chez le 
maïs peuvent se retrouver dans les ovules en excès par rapport aux proportions 
mendéliennes (KANIZAY et al. 2013). Le faible nombre de systèmes décrits comme affectant 
réellement la méiose est parfois interprété comme l’illustration des difficultés à modifier, 
sans que cela soit trop délétère,  un mécanisme aussi important que celui de la méiose. 
 
2-4-3-4 CARACTERISTIQUES COMMUNES AUX DISTORTEURS DE SEGREGATION  
 
Les distorteurs de ségrégation décrits altèrent souvent le développement des 
gamètes mâles, avec des mécanismes variés. Comme la distorsion de ségrégation n’est 
visible que dans la descendance d’un individu hétérozygote, la préférence d’une distorsion 
liée aux chromosomes sexuels touchant les individus mâles peut s’expliquer par leur nature 
souvent hétérogamétique. Pour les distorteurs de ségrégation localisés sur les autosomes, la 
production de gamètes mâles en surnombre explique qu’une diminution de la fertilité mâle 
puisse avoir un effet moins délétère qu’une létalité des gamètes femelles. De plus, si les 
gamètes mâles sont produits en excès, la destruction des gamètes portant un allèle 
augmente le nombre de descendants porteurs de l'autre allèle. Les systèmes qui détruisent 
les gamètes mâles avantagent donc intrinsèquement la transmission de l’élément distorteur 
(TAYLOR and INGVARSSON 2003). Enfin, une caractéristique commune à tous les distorteurs de 
ségrégation est la mise en évidence d’allèles suppresseurs dans les populations naturelles 
qui portent l’élément égoïste. 
 
2-4-4 LE CONFLIT GENETIQUE 
 
Dans le modèle général de Dobzhansky-Muller, chacune des lignées fixe, aux locus 
concernés, des allèles divergents ne diminuant pas la valeur sélective des individus qui les 
portent. C’est l’hybridation entre deux lignées ayant fixé des allèles divergents à différents 
locus qui entraine le phénotype délétère observable chez l’hybride. En revanche, en 
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favorisant leur transmission aux dépens d’une autre partie du génome du même individu, les 
distorteurs de ségrégation provoquent une situation de conflit génétique. Dans le cas des 
distorsions de ségrégation liées aux chromosomes sexuels, le chromosome sexuel qui biaise 
la ségrégation force l’individu qui le porte à produire un excès du sexe déjà majoritaire, alors 
que le sexe le plus rare est celui qui transmet le mieux ses gènes (HALDANE 1922). Cette 
situation représente donc un conflit génétique entre le facteur de distorsion et tout le reste 
du génome nucléaire de l’individu. La notion de conflit génétique peut également s’étendre 
aux distorteurs de ségrégation localisés sur des autosomes. La présence d’éléments égoïstes 
préjudiciables à d'autres régions du génome favorise l’évolution d’allèles visant à éliminer 
l’effet des séquences d’ADN égoïstes. La "course aux armements" entre les facteurs 
génétiques égoïstes et leurs éléments suppresseurs peut conduire à des incompatibilités 
hybrides (JOHNSON 2010). En favorisant la divergence entre populations, les conflits 
génomiques sont à l’origine d’incompatibilités et pourraient ainsi participer aux évènements 
de spéciation (CRESPI and NOSIL 2013). 
 
 
 
Comme nous venons de le voir, des incompatibilités hybrides peuvent se manifester en 
combinant les génomes nucléaires de deux individus avec une histoire évolutive différente. 
Cependant, les incompatibilités peuvent aussi se manifester dans un même individu entre 
les deux compartiments génétiques de la cellule : le noyau et le cytoplasme. Les premières 
études portant sur ces incompatibilités nucléo-cytoplasmique ont été réalisées sur le genre 
Oenothera (STUBBE 1959) et le genre Epilobium en combinant le cytoplasme d’un parent avec 
le noyau d’un second parent. Chez Epilobium, des lignées alloplasmiques formées en 
substituant le cytoplasme d’une espèce par le cytoplasme d’espèces d’origines 
géographiques différentes présentent des phénotypes beaucoup plus prononcés lorsque les 
deux parents sont éloignés géographiquement (MICHAELIS 1954).  Ce résultat suggère que les 
3- LES INCOMPATIBILITES NOYAU-CYTOPLASME 
plantes eucaryotes 
origine des 
mitochondries 
ancien 
cyanobacterium 
origine  
des  
plastes 
diversification 
des lignées 
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Figure A5: Origine endosymbiotique du génome mitochondrial et chloroplastique chez les 
eucaryotes. 
Cette figure représente l’acquisition des ancêtres de la mitochondrie et du chloroplaste dans 
la lignée eucaryotique par endosymbioses successives, puis la co-évolution des génomes 
nucléaire et cytoplasmiques. Les mitochondries ont comme ancêtre une protéobactérie et 
les chloroplastes, une cyanobactérie. (d’après Timmis et al., 2004). 
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génotypes cytoplasmiques peuvent varier au sein des populations naturelles et que ces 
variations peuvent être à l’origine d’incompatibilités nucléo-cytoplasmiques. 
 
3-1 L’ORIGINE DES GENOMES CYTOPLASMIQUES 
 
C’est à partir des années 1970 que l’idée d’une origine procaryotique des mitochondries et 
des chloroplastes à commencer à faire son chemin (MARGULIS 1970). Mais ce sont les 
données de séquence acquises ultérieurement qui ont identifié de manière irréfutable les 
protéobactéries et les cyanobactéries comme les ancêtres procaryotes endosymbiotiques 
des mitochondries et des chloroplastes (GRAY and DOOLITTLE 1982). Aujourd’hui le scénario 
consensuel propose que deux évènements d’endosymbiose primaire sont à l’origine de 
l’évolution de la lignée des plantes eucaryotes (Figure A5). L’intégration d’une 
protéobactérie dans une cellule hôte il y a environ 2 milliards d’années serait à l’origine des 
mitochondries. L’acquisition il y a 1,5 milliard d’années d’une cyanobactérie par une cellule 
eucaryote serait à l’origine des chloroplastes dans la lignée des plantes. La mitochondrie et 
le chloroplaste sont les deux seuls organites de la cellule végétale (en plus du noyau) 
contenant un génome. 
 
3-2 GENOMES ET FONCTIONS DE LA MITOCHONDRIE ET DU CHLOROPLASTE 
 
Suite aux évènements d’endosymbiose, des remaniements génomiques intenses se sont 
produits entre les génomes procaryotes ancestraux et le génome nucléaire. Les nombreux 
transferts d’ADN des génomes endosymbiotiques vers le noyau ont fortement modifié la 
composition du génome de la mitochondrie et du chloroplaste. Aujourd’hui, le matériel 
génétique présent dans ces organites reste nécessaire à leurs fonctions cellulaires mais il 
n’est pas suffisant pour que les organites assurent ces fonctions de manière autonome. Une 
grande partie de ces fonctions sont assurées grâce à des facteurs codés dans le noyau puis 
adressés aux organites (TIMMIS et al. 2004). 
Les données de séquences mettent en évidence une cinquantaine de gènes codant des 
protéines de fonction connue et conservée sur le génome mitochondrial des plantes. 
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Cependant, des polymorphismes importants de taille et de structure existent entre espèces. 
Ces différences s’expliquent par une forte activité de recombinaison intra génomique de 
l’ADN mitochondrial des angiospermes (MACKENZIE 2007). De plus, ces réarrangements 
produisent de nouvelles séquences d’ADN susceptibles de coder des protéines (appelées 
aussi phases ouvertes de lecture, ou « ORF », non conservées). Ces séquences peuvent être 
à l’origine d’une stérilité mâle nucléo-cytoplasmique (cf §3-5, p24). Le génome 
chloroplastique contient une centaine de gènes codant des protéines, bien conservés entre 
espèces et sa taille et sa structure varient peu d’une plante terrestre à une autre. Le génome 
chloroplastique et le génome mitochondrial codent essentiellement des facteurs nécessaires 
à leur expression (ARNr, ARNt, protéines ribosomiques, ARN polymérase pour le 
chloroplaste) et certaines sous-unités des complexes de transfert des électrons de l’appareil 
photosynthétique et de la chaine respiratoire.  
 
La mitochondrie est le siège de la respiration cellulaire. Ce processus métabolique conduit à 
la  synthèse d’ATP (SARASTE 1999), via le cycle de Krebs (localisé dans la matrice) et la 
phosphorylation oxydative (localisée dans la membrane interne). La mitochondrie joue 
également un rôle central dans de nombreux autres processus métaboliques. Elle est 
impliquée dans la biosynthèse de précurseurs d'acides aminés, de nucléotides, de cofacteurs 
vitaminiques (MACKENZIE and MCINTOSH 1999), dans la signalisation cellulaire, en régulant 
l’homéostasie cellulaire du calcium (LOGAN and KNIGHT 2003) et dans le processus de mort 
cellulaire (YOULE and KARBOWSKI 2005). Le chloroplaste participe également aux fonctions 
métaboliques essentielles de la cellule. Il réalise la photosynthèse : le processus 
bioénergétique permettant aux plantes de synthétiser de la matière carbonée et de 
l’oxygène à partir d’eau, de dioxyde de carbone et d’énergie solaire. C’est également le siège 
de la biosynthèse de lipides, d’hormones et de vitamines. 
 
Chez Arabidopsis thaliana, les génomes cytoplasmiques sont relativement bien connus : le 
génome chloroplastique de l’accession Col-0 contient 129 gènes (SATO et al. 1999) alors 
qu’environ 800 protéines ont été formellement identifiées dans cet organite (BRULEY et al. 
2012). De manière similaire, le génome mitochondrial de l’accession C24 contient 57 gènes 
(UNSELD et al. 1997) pour un protéome identifié de plus de 400 protéines (MILLAR et al. 2005). 
D’après les prédictions d’adressage des protéines codées dans le noyau, les protéomes 
Figure A6: Différence d’hérédité entre les compartiments génétiques. 
Représentation de croisements réciproques entre deux parents avec des génomes 
cytoplasmiques et nucléaires différents. Une paire de chromosome est représentée. 
Les organites ont une transmission uni-parentale, par la femelle. Les gènes 
nucléaires sont hérités de manière Mendélienne par une transmission sexuelle et bi-
parentale. La plante F1 a une copie de chacun des parents; elle est hétérozygote. La 
plante F1 possède toujours le génome cytoplasmique de sa mère. Les F1 
réciproques ont donc le même fonds nucléaire et deux fonds cytoplasmiques 
différents. 
X 
F1 
parent 1 parent 2 
X 
F1 
parent 2 parent 1 
croisement 1 croisement 2 
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chloroplastique et mitochondrial sont probablement encore plus abondants. Ces résultats 
mettent en évidence que le fonctionnement de la mitochondrie et du chloroplaste  dépend 
des nombreux produits issus de gènes nucléaires. Comme les protéines synthétisées par les 
génomes cytoplasmiques et celles produites dans le noyau interagissent physiquement dans 
les organites, ces données mettent également en évidence la nécessaire co-évolution de 
gènes codés dans les différents compartiments (RAND et al. 2004). 
 
3-3 L’HEREDITE DES GENOMES CYTOPLASMIQUES  
 
D’un point de vue génétique, les organites des végétaux supérieurs se distinguent par une 
hérédité non-Mendélienne de leurs génomes. Ils sont très majoritairement transmis de 
façon uni-parentale, le plus souvent par le parent femelle  (Figure A6). L'hérédité maternelle 
du génome mitochondrial chez les angiospermes s’expliquerait principalement par 
l'exclusion du génome mitochondrial paternel des cellules reproductrices mâles avant la 
fécondation (NAGATA et al. 1999b; NAGATA et al. 1999a; SODMERGEN et al. 2002). L’hérédité 
maternelle du chloroplaste s’expliquerait par son exclusion de la cellule générative au cours 
du développement du grain de pollen ou la dégénérescence des plastes dans la cellule 
générative (HAGEMANN 2002). Chez Arabidopsis thaliana, une transmission partiellement 
paternelle des chloroplastes a été observée à très faible fréquence (AZHAGIRI and MALIGA 
2007). 
 
 
3-4 LES INCOMPATIBILITES NUCLEO-CYTOPLASMIQUES BASEES SUR UNE EVOLUTION 
DIVERGENTE  
 
Depuis les travaux réalisés sur le genre Oenothera et le genre Epilobium, de nombreuses 
incompatibilités nucléo-cytoplasmiques ont été mises en évidence chez les plantes en 
croisant des espèces différentes. La différence d’hérédité entre les génomes cytoplasmiques 
et nucléaire peut être à l’origine d’une coopération non-optimale entre les deux 
compartiments génétiques de la cellule dès la génération F1 ou plus souvent dans des 
générations ultérieures  (Figure A7). Les ruptures de coadaptation nucléo-cytoplasmiques se 
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Figure A7: Le modèle d’évolution divergente adapté aux interactions nucléo cytoplasmiques. 
Dans une population ancestrale le génotype nucléaire (aa) et le cytotype (b) sont co-adaptés et 
interagissent fonctionnellement (double flèche: interaction compatible). La séparation en deux 
sous-populations peut s’accompagner de l'apparition indépendante de mutations dans le 
génome cytoplasmique (B) et dans le génome nucléaire (AA). L’hybridation entre des individus 
des deux sous-populations conduit à l’apparition d’une nouvelle combinaison nucléo-
cytoplasmique où les génotypes nucléaires et les cytotypes ont évolué indépendamment. 
Cette hybridation peut se traduire par une incompatibilité entre l'allèle A et le cytoplasme B 
(d’après Greiner and Bock 2013).  
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caractérisent le plus souvent par des phénotypes pléiotropes qui s’expriment à la fois aux 
stades végétatifs et reproductifs. Par exemple, des tabacs (Nicotiana tabacum) portant les 
génomes cytoplasmiques d’autres espèces de Nicotiana peuvent présenter des stérilités 
mâles et femelles et des défauts de développement des fleurs (BONNETT et al. 1991), alors 
que des chloroplastes de tabac sont incapables de se différencier en présence du génome 
nucléaire de belladone (Atropa belladonna), provoquant un albinisme (KUSHNIR et al. 1991). 
Ce phénotype a été élucidé et provient de l’incapacité du génome nucléaire de la belladone 
d’assurer l’édition du transcrit de l’ATPa chloroplastique du tabac à un site où cette édition 
n’est pas nécessaire dans le chloroplaste de la belladone (SCHMITZ-LINNEWEBER et al. 2005). 
Les exemples d’incompatibilités nucléo-cytoplasmiques basés sur une évolution divergente à 
une échelle intra-spécifique sont plus rares. Chez le petit crustacé Tigriopus californicus, les 
mesures de l’activité cytochrome oxydase (complexe IV de la chaine respiratoire) réalisées 
sur des génotypes issus de croisements entre plusieurs populations ont permis de 
déterminer des ruptures de coadaptation entre le génome mitochondrial et le génome 
nucléaire (WILLETT and BURTON 2003). Chez les plantes, les hybrides entre un pois sauvage et 
un pois domestiqué (Pisum sativum) manifestent une déficience chlorophyllienne, une 
réduction de la taille des stipules, des vrilles et des racines et des défauts de fertilité mâles et 
femelles. Des analyses génétiques ont montré que cette incompatibilité reposait sur une 
interaction délétère entre le génome chloroplastique et deux locus nucléaires (BOGDANOVA et 
al. 2009; BOGDANOVA et al. 2012). 
 
Chez A. thaliana, après avoir mis en évidence une variabilité naturelle des génomes 
cytoplasmiques dans 95 accessions naturelles, Moison et al (2010) ont montré sur des 
familles F2 réciproques l’interaction du fonds cytoplasmique et du fonds nucléaire sur la 
germination des graines en conditions limitantes (MOISON et al. 2010). De plus, une étude 
récente chez cette plante modèle explore encore plus précisément les interactions nucléo-
cytoplasmiques. A partir de cytolignées résultant d’échanges de cytoplasmes entre 8 
accessions naturelles d’A. thaliana, des interactions entre les génomes nucléaires et 
cytoplasmiques sont détectées pour plusieurs caractères adaptatifs (germination, 
architecture, fécondité,…). Ces résultats suggèrent que les interactions noyau cytoplasme 
pourraient participer à la dynamique évolutive des populations naturelles d’A. thaliana 
(Roux et al, (soumis)).  
Figure A8: représentation du conflit nucléo-cytoplasmique. 
Représentation du conflit nucléo-cytoplasmique dans une population gynodioïque 
virtuelle composée de deux individus: une femelle et un hermaphrodite 
autocompatible. La femelle produit deux fois plus de graines que l’hermaphrodite. 
L’hermaphrodite pollinise la femelle et s’auto-pollinise. Le génome cytoplasmique 
est mieux transmis chez la femelle alors que le génome nucléaire est mieux transmis 
chez l’hermaphrodite (d’après  Atlan and Gouyon, 1994).  
1 graine 2 graines 
pollen 
autofécondation 
Femelle hermaphrodite 
noyau -> 1 
cytoplasme -> 2 
noyau -> 2 
cytoplasme -> 1 
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3-5 UNE INCOMPATIBILITE BASEE SUR L’ACTION D’ELEMENTS EGOÏSTES  : LA STERILITE 
MALE CYTOPLASMIQUE (CMS) 
 
La CMS peut être définie comme une incompatibilité nucléo-cytoplasmique associée à 
l’absence de production de pollen viable et due à la présence d’un élément égoïste au 
niveau du génome mitochondrial. Son fonctionnement fait intervenir les deux 
compartiments génétiques de la cellule et donc l’hérédité biparentale du noyau et l’hérédité 
maternelle du cytoplasme. L’incapacité à produire du pollen fonctionnel est généralement 
gouvernée par une orf mitochondriale inhabituelle qui est le plus souvent de nature 
chimérique (HANSON and BENTOLILA 2004). L’effet du cytoplasme inducteur de stérilité peut 
être contrecarré par l’action d’un ou de plusieurs gènes nucléaires suppresseurs du 
phénotype de stérilité mâle. Ces allèles sont appelés des restaurateurs de fertilité (Rf). Au 
locus de restauration, les allèles qui ne restaurent la fertilité mâle sont appelés des allèles 
mainteneurs de stérilité (rf). 
 
3-5-1 LES POPULATIONS GYNODIOÏQUES ET LE CONFLIT GENOMIQUE 
 
Chez certaines espèces végétales sauvages, le caractère de stérilité mâle cytoplasmique est 
observé dans des populations naturelles. De telles populations sont dites gynodioïques car 
des individus femelles (mâle stériles) et hermaphrodites cohabitent. A l’échelle d’une 
population naturelle, ce système de reproduction favorise la pollinisation entre individus, 
augmente la diversité génétique et améliore l’adaptation de ces populations végétales à 
leurs environnements (DELPH et al. 2007; MA 2013).  
 
D’un point de vue évolutif,  le système de CMS résulte du conflit intra génomique entre les 
génomes nucléaire et cytoplasmiques qui ont une hérédité différente (COSMIDES and TOOBY 
1981). Puisque les gènes cytoplasmiques ne sont généralement transmis que par l’un des 
deux sexes, la femelle, la production de descendants mâles devient, du point de vue des 
génomes cytoplasmiques, une impasse évolutive. Par conséquent, tout gène cytoplasmique 
déterminant le sexe femelle (en inactivant la fonction mâle dans une espèce normalement 
hermaphrodite) va favoriser la transmission des génomes cytoplasmiques qui le portent, 
Figure A9: de l’inflorescence aux grains de pollen. 
Zoom-avant des structures végétales participant à la gamétogénèse mâle. (A) inflorescence. 
(B) fleur composée de 4 sépales (s), 4 pétales (p), 6 anthères (a), et d’un carpelle (c). (C) 
coupe longitudinale d’une anthère avec 2 loges polliniques remplies de grains de pollen (po). 
(D) grains de pollen en microscopie électronique. 
Photo: Jürgen Berger / Heiko Schoof  Photo Heiti Paves 
Photo P. Goujon 
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surtout si cela a pour effet de réallouer des ressources normalement dévolues à la 
production de pollen vers la production d'ovules (Figure A8). Cet avantage femelle dans la 
production de graines a été mis en évidence chez de nombreuses espèces gynodioiques 
(SHYKOFF et al. 2003). Ce comportement « égoïste » du génome mitochondrial, va favoriser la 
sélection d’allèles restaurateurs de fertilité dans le génome nucléaire. Le maintien de la 
gynodioécie dans les populations naturelles résulterait de l’action de deux forces 
antagonistes: l’avantage sélectif des femelles qui portent un cytoplasme stérilisant et le coût 
de la restauration qui est un mécanisme de ralentissement de la fixation des allèles 
restaurateurs de fertilité (DUFAY et al. 2007).  
 
3-5-2 LE DEVELOPPEMENT DU GRAIN DE POLLEN 
 
D’un point de vue fonctionnel, il est nécessaire de décrire les étapes du développement des 
grains de pollen pour essayer de comprendre les mécanismes en jeu au cours de la stérilité 
mâle cytoplasmique. Chez Arabidopsis thaliana la fleur se compose de quatre types 
d'organes qui se développent en couches florales concentriques distinctes : de la couche la 
plus externe à la plus interne, on trouve quatre sépales verts,  quatre pétales blancs, six 
étamines productrices de pollen et deux carpelles soudés contenant les ovules. A l’extrémité 
de l’étamine se trouve l’anthère. C’est dans cette structure formée de 4 loges que se 
développent les grains de pollen (Figure A9).  
 
Le processus développemental du grain de pollen (ou gamétophyte mâle) se compose de 
deux phases successives distinctes, la microsporogenèse et la microgametogenèse (Figure 
A10). Pendant la microsporogenèse, les cellules mères diploïdes subissent la méiose pour 
produire quatre microspores haploïdes regroupées en tétrades. Au cours de la 
gamétogenèse la microspore (libérée de la tétrade) réalise une première division cellulaire 
qui est spatialement asymétrique. Cette mitose pollinique aboutit à la formation d’une 
grande cellule végétative et d’une petite cellule générative. Cette dernière, contenue dans le 
cytoplasme de la cellule végétative forme une structure cellulaire interne. La cellule 
générative se divise une nouvelle fois au cours de la deuxième mitose pollinique pour 
Figure A10: développement du gamétophyte mâle chez A. thaliana 
Le développement de la lignée germinale commence par la différenciation des cellules 
sporophytiques en cellules mères de microspores qui subissent une méiose pour donner 
naissance à quatre spores haploïdes regroupées en tétrade. Cette étape est aussi appelée la 
microsporogenèse. Les quatre spores se séparent et forment 4 microspores unicellulaires 
(MS), qui après croissance des cellules forment le pollen unicellulaire. La première mitose 
asymétrique produit du pollen bicellulaire contenant une grande cellule végétative (CV) et 
une petite cellule générative (CG). La CG se détache de la paroi de la cellule et est englouti 
par la CV. Les cellules spermatiques (CS) sont formées au cours de la deuxième mitose 
pollinique qui ne concerne que la CG. Le pollen tricellulaire se compose d'une CV, qui 
formera le tube pollinique, et deux CS qui réaliseront la double fécondation (d’après Schmidt 
et al., 2015). 
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produire deux cellules spermatiques et aboutir à un grain de pollen tri cellulaire mature qui 
sera libéré après la déhiscence de l’anthère  (BORG et al. 2009).  
Le développement du grain de pollen nécessite l’expression simultanée d’un grand nombre 
de gènes. Chez A. thaliana près de la moitié des gènes (12 000/25 000) sont actifs dans la 
microspore et/ou le pollen bicellulaire. Ce nombre diminue progressivement pour atteindre 
un peu plus de 7 000 gènes exprimés dans le pollen mature (HONYS and TWELL 2004). Par 
ailleurs, le développement du pollen haploïde dépend en grande partie de l’activité des 
tissus sporophytiques diploïdes de l’anthère. Le tapis, la couche cellulaire la plus interne des 
loges polliniques, est essentiel au développement des microspores. Les cellules du tapis 
fournissent des métabolites, des nutriments, et des précurseurs de la paroi au grain de 
pollen (ARIIZUMI and TORIYAMA 2011). L’analyse de mutants a montré que des défauts de 
fonctionnement du tapis aboutissent à des défauts de développement du grain de pollen 
pouvant entrainer son avortement (SANDERS et al. 1999).  
 
3-5-3 STERILITE GAMETOPHYTIQUE / STERILITE SPOROPHYTIQUE 
 
Les CMS peuvent se caractériser en fonction de la localisation précise où elles agissent dans 
l’anthère. Les CMS gamétophytiques s’expriment dans le  grain de pollen haploïde alors que 
les stérilités sporophytiques agissent au niveau des tissus maternels diploïdes. Cette 
distinction a des répercussions génétiques importantes. Dans le cas d’une stérilité 
gamétophytique, seuls les grains de pollen qui portent l'allèle restaurateur Rf sont viables. 
Une plante hétérozygote (Rf/rf) aura donc la moitié de ses grains de pollen morts et ne 
transmettra jamais l’allèle non restaurateur par le pollen. La F1 sera fertile, ainsi que toutes 
les plantes à la génération F2. Si la stérilité est sporophytique, la létalité pollinique d’une 
plante hétérozygote (Rf/rf) dépendra des relations de dominance entre l’allèle restaurateur 
et l’allèle non-restaurateur (ou mainteneur). En particulier, si le restaurateur est dominant 
(Rf), une plante hétérozygote (Rf/rf) produira 100% de grains de pollen viables et 
transmettra l’allèle rf par le pollen. Jusqu’à présent presque tous les allèles restaurateurs 
pour lesquels la relation de dominance est décrite sont des allèles dominants. Le seul cas de 
restaurateur récessif décrit est l’allèle rfl1 chez le maïs (WEN et al. 2003). Des systèmes de 
CMS gamétophytiques ou sporophytiques sont retrouvés chez les plantes d’intérêt 
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agronomique. La CMS-S du maïs (ZABALA et al. 1997), la CMS-A1 du sorgho (JORDAN et al. 
2010)  et les CMS-BT (KAZAMA et al. 2008) et CMS-HL du riz (ITABASHI et al. 2011; HUANG et al. 
2012) sont des stérilités gamétophytiques. Par ailleurs, la CMS-T du maïs (CUI et al. 1996), la 
CMS-Ogura du radis (OGURA 1968) et la CMS-WA du riz (LUO et al. 2013) sont des exemples 
de stérilité qui agissent dans les tissus maternels diploïdes. 
 
3-5-4 LES FACTEURS CYTOPLASMIQUES ET L’INDUCTION DE LA STERILITE 
 
Hormis dans le cas de populations naturelles gynodioïques, les cytoplasmes inducteurs de 
stérilité sont habituellement mis en évidence par croisement génétique (ou hybridation 
somatique), en séparant le cytoplasme inducteur de stérilité des gènes de restauration 
nucléaires. Le croisement entre un parent femelle possédant un cytoplasme inducteur de 
stérilité et un parent mâle ne possédant pas les allèles de restauration réactive un système 
de stérilité mâle cytoplasmique resté cryptique et des plantes mâles stériles sont attendues 
dans la descendance.  
 
Les déterminants génétiques de la stérilité sont connus dans de nombreux cas. Ils résultent 
des réarrangements fréquents qui existent dans le génome mitochondrial des plantes (BUDAR 
et al. 2003). Dans certains cas, ces recombinaisons aboutissent à l’émergence de phases 
ouvertes de lecture (ORF) qui peuvent contenir à la fois des fragments de gènes 
mitochondriaux et des séquences d’origine inconnue (HANSON and BENTOLILA 2004). Ces ORFs 
sont parfois positionnées dans des séquences promotrices mitochondriales ou en aval de 
gènes mitochondriaux. Cette position favorise leur expression et pourrait également 
prémunir la séquence stérilisante d’une élimination rapide par délétion  (BUDAR et al. 2003).  
 
Dans la majorité des CMS décrites, l'expression du gène stérilisant est constitutive ; la 
spécificité mâle du phénotype, sans effet pléiotrope notoire, est donc un paradoxe encore 
inexpliqué de ces systèmes. Néanmoins, dans quelques rares cas des séquences stérilisantes 
exprimées spécifiquement dans le grain de pollen ont déjà été décrites (ABAD et al. 1995; LUO 
et al. 2013). Le développement des anthères est décrit comme nécessitant une quantité 
d’énergie beaucoup plus importante que le développement des organes végétatifs. Une 
hypothèse permettant d’expliquer la stérilité est basée sur l’insertion de la protéine 
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stérilisante dans la membrane interne de la mitochondrie, conduisant à l’altération de la 
production d’ATP (WARMKE and LEE 1978). Les séquences hydrophobes de plusieurs protéines 
inductrices de stérilité fournissent des exemples qui tendent à valider ce modèle de 
déficience énergétique. Cependant, d’autres modèles fonctionnels existent et celui reposant 
sur un dysfonctionnement des processus de mort cellulaire programmée est également 
étayé par des exemples. L’action des cellules du tapis est contrôlée par le programme de 
mort cellulaire (MA 2005) et une dégradation prématurée ou retardée du tapis conduit à une 
stérilité mâle (KAWANABE et al. 2006; JI et al. 2013). Des analyses fonctionnelles ont montré, 
chez le tournesol (CMS-PET1) et chez le riz (CMS WA), que la stérilité mâle reposait sur une 
dégradation prématurée des cellules du tapis (BALK and LEAVER 2001; LUO et al. 2013). 
 
3-5-5 LES FACTEURS NUCLEAIRES ET LA RESTAURATION DE FERTILITE 
 
3-5-5-1 LES MECANISMES DE RESTAURATION DE LA FERTILITE 
 
Différents mécanismes moléculaires de la restauration ont été décrits. Dans le cas de 
la CMS-sprite du haricot une séquence avec deux orf en aval du gène atp1 est à l’origine de 
la stérilité mâle (JOHNS et al. 1992). Ici le mécanisme de restauration est réalisé à une échelle 
génomique. L’excision spécifique de l’insertion mitochondriale responsable de la stérilité est 
associée à la présence du gène nucléaire Fr, restaurateur dominant. En présence de Fr, la 
majorité des molécules d'ADN mitochondrial mutantes sont converties en copies sauvages et 
les plantes ainsi que leur descendance redeviennent fertiles (JANSKA et al. 1998).  
Plusieurs exemples décrivent des mécanismes de restauration post-transcriptionnels où le 
restaurateur participe, via l’édition, le clivage ou la dégradation de l’ARNm stérilisant, à la 
suppression du phénotype de stérilité. Il en est ainsi pour la CMS Texas du maïs (KENNELL and 
PRING 1989), les CMS pol (MENASSA et al. 1999) et nap (L'HOMME et al. 1997) du colza, les 
CMS-BT (WANG et al. 2006) et WA (LUO et al. 2013) du riz, entre autres.  
Pour d’autres systèmes de CMS décrits, la quantité et la taille des transcrits associés à la CMS 
ne changent pas entre les plantes stériles et les plantes restaurées. La restauration peut être 
alors contrôlée par des mécanismes traductionnels ou post-traductionnels. C’est le cas de la 
CMS Ogura chez le radis et le colza qui est restaurée par le gène Rfo. La quantité d’ARNm de 
Espèces CMS Rf  type de restauration 
gène stérilisant 
mitochondrial mécanisme fonctionnel associé Référence 
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hybrida   Rf-PPR592 ? urfS 
maturation de l'ARN ou inhibition de la 
traduction? Bentolila 2002 
Raphanus 
sativus Ogura Rfo sporophytique orf138 inhibition de la traduction Brown et al 2003, Desloire et al 2003 
Raphanus 
sativus Kosena RfK1 sporophytique orf125 inhibition de la traduction Koizuka et al 2003 
Oriza sativa BT-CMS Rf1a gamétophytique orf79 maturation de l'ARN Kazama et al 2003; Komori et al 2003, Akagi et al 2004; Wang et al 2006 
Oriza sativa BT-CMS Rf1b gamétophytique orf79 dégrédation de l'ARN Wang et al 2006 
Oriza sativa HL-CMS Rf5=Rf1a gamétophytique orfH79 maturation de l'ARN Hu et al 2012 
Sorghum 
bicolor A1 Rf1 gamétophytique ? édition de l'ARN? Klein et al 2005 
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guttatus IM62 Rf2 ? orf141? maturation de l'ARN? Barr et al 2010 
Sorghum 
bicolor A1 Rf2 gamétophytique ? ? jordan et al 2010 
Sorghum 
bicolor A2 Rf5 ? ? ? jordan et al 2011 
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Zea mays CMS-T Rf1 sporophytique urf13 post -transcriptionel Dewey et al 1987; Dill et al 1997 
Zea mays CMS-T Rf2 sporophytique urf13 aldehyde deshydogenase Cui et al 1996 
Zea mays CMS-S Rf3 gamétophytique orf355 post -transcriptionel Zabala et al 1997 
Zea mays CMS-C Rf4 sporophytique atp6-C ? Dewey et al 1991 
Oriza sativa CMS-WA Rf3 sporophytique WA352 inhibition de la traduction Zhang et al 1997; Luo et al 2013 
Oriza sativa CMS-WA Rf4 sporophytique WA352 post -transcriptionel Zhang et al 2002 
Helianthus 
annus CMS-PET1 Rf1 gamétophytique orf522 post -transcriptionel Laver et al 1991; Horn et al 2003 
Brassica 
napus CMS-Pol Rfp sporophytique orf224 post -transcriptionel Singh and Brown 1991; Menassa et al 1999 
Brassica 
napus CMS-NAP Rfn sporophytique orf222 post -transcriptionel L'Homme et al 1997 
Triticum 
aestivum  CMS-AP ? ? orf256 ? Song and Hedgcoth 1994 
Phaseolus 
vulgaris CMS-sprite Fr ? orf98-orf239 Fr Abad et al 1995; He et al 1996 
Beta vulgaris CMS-Owen Rf1 ? preSatp6 inhibition de la traduction Yamamoto et al 2005; Matsuhira et al 2012 
Beta vulgaris CMS-G  RfG1 ? cox2 ? Ducos et al 2001 
Beta vulgaris CMS-G  RfG2 ? cox2 ? Ducos et al 2001 
Beta vulgaris I-12CMS(3) ? ? orf129 inhibition de la traduction Yamamoto et al 2008 
Daucus 
carota 
CMS-
Petaloïd ? ? orfB post -transcriptionel Nakajima et al 2001 
Capsicum 
annuum 
CMS-
Petreson ? ? orf456 ? Kim et al 2007 
Capsicum 
annuum 
CMS-
Petreson ? ? orf507 ? Kim et al 2007 
Tableau A1: description des principales CMS décrites dans la littérature 
Les CMS sont classées suivant l’appartenance des restaurateurs de fertilité à la famille des 
protéines à motifs PPR. Je distingue les CMS pour lesquelles un restaurateur appartenant à la 
famille PPR a été cloné ou est suspecté (couleur grise intercalée), de celles pour lesquelles 
les restaurateurs ne sont pas connus ou les protéines PPR ne sont pas impliquées (couleur 
bleue intercalée). Le type de CMS — sporophytique ou gamétophytique — est indiqué 
lorsqu’il est connu, ainsi que le mécanisme fonctionnel de la restauration (d’après Dahan and 
Mireau 2013). 
29 
 
l’orf138 inductrice de stérilité n’est pas modifiée dans les anthères, mais l'accumulation de la 
protéine ORF138 est supprimée en présence du restaurateur (UYTTEWAAL et al. 2008). 
Cependant, pour la plupart des CMS les mécanismes moléculaires précis aboutissant à 
l’inactivation du facteur stérilisant ne sont pas bien compris.  
 
3-5-5-2 RESTAURATION MONOGENIQUE/MULTIGENIQUE 
 
De nombreux systèmes de restauration décrits rétablissent la fertilité des plantes à 
l’aide d’un gène à effet majeur. La fréquence de ces systèmes de restauration monogéniques 
peut s’expliquer par la plus grande facilité à détecter les gènes à effet fort et par le 
pragmatisme de l’industrie semencière qui cherche des systèmes simples et efficaces de 
restauration. Cependant, plusieurs systèmes de CMS reposent sur des bases génétiques plus 
complexes où plusieurs locus de restauration indépendants et répartis le long du génome 
ont des effets plus ou moins forts (GABAY-LAUGHNAN et al. 2004; GABAY-LAUGHNAN et al. 2009). 
Dans  le cas de la CMS-A1 chez le Sorgho la restauration de la fertilité est réalisée par au 
moins 3 gènes majeurs et plusieurs modificateurs (KLEIN et al. 2005). Chez le maïs, trois 
restaurateurs, Rf1, Rf8 ou Rf*, sont en mesure de restaurer la fertilité de la CMS-T 
indépendamment les uns des autres, en combinaison avec Rf2 (WISE et al. 1999). Chez le 
radis, la CMS-Ogura a été initialement décrite comme étant contrôlée par un gène unique de 
restauration (OGURA 1968). Mais des analyses complémentaires ont mis en évidence 
l’implication de deux ou trois locus majeurs de restauration complétés de plusieurs locus à 
effet plus faibles dans des pools génétiques élargis (NIEUWHOF 1990; BETT 2004). Chez le riz, 
trois locus de restauration partielle avec des effets additifs ont été mis en évidence dans la 
CMS-WA (TADA 2007).  
 
3-5-5-3 LES LOCUS DE RESTAURATION 
 
Au cours des dernières années, plusieurs gènes Rf ont été clonés chez les espèces 
cultivées et la majorité d'entre eux codent des protéines appartenant à la famille des 
protéines à motifs PPR (pentatricopeptide repeat) (Tableau A1). Les protéines PPR 
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constituent une grande famille de protéines de liaison aux ARN qui se caractérisent par un 
adressage mitochondrial ou chloroplastique et par la succession de motifs dégénérés 
d'environ 35 acides aminés (LURIN et al. 2004). L’assemblage des motifs PPR forme des 
domaines d'interaction qui s’associent préférentiellement avec des ARN simple brin, avec 
une spécificité de séquence (WILLIAMS-CARRIER et al. 2008). Le mécanisme de reconnaissance 
entre la protéine et l’ARN implique une interaction entre des positions précises du motif PPR 
et les bases de l’ARN (BARKAN et al. 2012). La caractérisation fonctionnelle de plusieurs gènes 
PPR chez différentes espèces a révélé que les protéines PPR participaient à de nombreuses 
fonctions dans l'expression des gènes des organites, comme la transcription, la stabilisation 
de l'ARN, le clivage en 5' et en 3' de l'ARN, l'épissage, l’édition de l'ARN et la traduction 
(SCHMITZ-LINNEWEBER and SMALL 2008). Elles n'agiraient pas directement sur l’ARN.  Elles 
seraient plutôt des adaptateurs permettant le recrutement d'autres protéines qui 
modifieraient l'ARN.  
 
Des alignements de séquences réalisés à partir de gènes de restauration codant des 
protéines appartenant à la famille des PPR (dénommés ci-après Rf-PPR) ont révélé que ces 
restaurateurs de fertilité présentent de fortes similarités de séquence avec des groupes de 
protéines PPR codées chez la même espèce ou chez une espèce proche (O'TOOLE et al. 2008). 
Les  gènes  codant  ces protéines  similaires seront ci-après  dénommés Rf-like. Des analyses 
phylogénétiques ont mis en évidence que les protéines codées par les gènes Rf-PPR et Rf-like 
constituaient un sous-groupe distinct dans l'évolution des protéines de la famille PPR chez 
les angiospermes (GEDDY and BROWN 2007; FUJII et al. 2011). De plus, au sein d’une espèce, 
les gènes  Rf-PPR sont souvent retrouvés en clusters. Chez le riz, O. sativa, le chromosome 
10 porte un cluster de neuf gènes PPR dont au moins trois gènes sont des restaurateurs: 
Rf1a et Rf1b pour la CMS-BT et Rf4 pour la CMS-WA (AKAGI et al. 1994; KOMORI et al. 2004; 
WANG et al. 2006; HU et al. 2012). Le locus Rfo pour la CMS-Ogura porte également trois 
gènes codant des PPR très similaires, dont un seul est le restaurateur de fertilité fonctionnel 
(BROWN et al. 2003; DESLOIRE et al. 2003; KOIZUKA et al. 2003). Ces clusters de gènes PPR sont 
sujets à de fréquents remaniements structuraux entre espèces (GEDDY and BROWN 2007) ou 
entre génotypes de la même espèce (KATO et al. 2007; HERNANDEZ MORA et al. 2010). Le conflit 
génomique entre les génomes nucléaire et cytoplasmiques rappelle par de nombreux 
aspects le conflit décrit dans les interactions hôte/pathogènes (TOUZET and BUDAR 2004). Les 
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gènes Rf-PPR et Rf-like, tout comme les gènes de résistance aux pathogènes, font partie 
d’une grande famille de gènes dont les locus, très fortement réarrangés, regroupent souvent 
plusieurs gènes en clusters. Il est probable que des évènements de duplications intra locus 
conduisent à une expansion rapide de ces gènes selon un processus de 
duplication/remaniement. Enfin, l’analyse des polymorphismes de ces sous-groupes de 
protéines PPR a montré des taux élevés de substitutions non synonymes par rapport aux 
variations synonymes, suggérant une sélection diversifiante à ces locus, ce qui est cohérent 
avec une évolution sous la contrainte d’un conflit génomiqe (GEDDY and BROWN 2007; FUJII et 
al. 2011).  
 
 
 
A ce jour, Arabidopsis thaliana est surement l’une des espèces végétales pour lesquelles la 
richesse de ressources génétiques peut être associée le plus précisément à une connaissance 
des gènes impliqués. La disponibilité de milliers d’accessions naturelles permet d’avoir accès 
à l’étude de barrières reproductives émergentes. A partir de ce matériel exceptionnel, il est 
possible d’identifier relativement facilement les gènes impliqués dans les incompatibilités 
hybrides se manifestant dès la génération F1 ou aux générations suivantes. Des exemples 
d’incompatibilités hybrides basées sur des mécanismes différents ont déjà été décrits chez 
cette espèce. Certaines agissent dès la génération F1 et impliquent par exemple le système 
immunitaire de la plante (BOMBLIES et al. 2007). D’autres sont visibles à partir de la 
génération F2 et s’expliquent par des trajectoires évolutives différentes de paralogues entre 
accessions (BIKARD et al. 2009). Ces incompatibilités hybrides émergentes peuvent également 
reposer sur un mécanisme épigénétique (DURAND et al. 2012). Ces résultats récents, parmi 
d’autres, sont des avancées importantes qui valident l’intérêt du modèle A. thaliana dans la 
compréhension des évènements conduisant à la spéciation. Cependant, la part relative de la 
dérive, de l’adaptation ou des conflits génétiques à l’origine de ces incompatibilités 
génétiques reste encore largement inconnue (BOMBLIES and WEIGEL 2010). Certaines de ces 
4- CONTEXTE ET OBJECTIFS DU TRAVAIL 
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réponses viendront probablement de l’étude des barrières reproductives en cours 
d’élaboration dans le cadre de la divergence des populations naturelles.  
 
A mon arrivée en thèse, l’équipe venait de décrire pour la première fois une stérilité mâle 
cytoplasmique chez Arabidopsis thaliana (GOBRON et al. 2013). Ce phénotype s’exprime dès 
la génération F1 du croisement entre deux accessions naturelles : Shahdara (Sha) et Monte-
Rosso (Mr-0), et uniquement dans le sens où Sha est utilisée en tant que mère. Le facteur 
cytoplasmique inducteur de stérilité est une orf mitochondriale, appelée orf117Sha qui est 
présente sur le génome mitochondrial de l'accession Sha, mais aussi de plusieurs autres 
accessions. Les croisements réciproques entre ces dernières accessions et Mr-0 soutiennent 
l’implication de cette orf mitochondriale chimérique dans la CMS. Par ailleurs, l’observation 
de cette stérilité dès la F1 a conduit à proposer que les allèles Mr-0 de maintien de la 
stérilité étaient dominants. Deux locus, tous les deux nécessaires à l’état hétérozygote à 
l’expression du phénotype ont été cartographiés sur le chromosome 1 (intervalle de 3,8 Mb) 
et sur le chromosome 3 (intervalle de 280 Kb) au cours de la thèse de Nicolas Gobron. 
L’équipe avait également détecté la présence de gènes de maintien de la CMS dans d’autres 
accessions naturelles, apparentées à Mr-0.  
 
Cependant, l’expression du phénotype CMS dans les hybrides F1 reste troublante. Cette 
observation est compatible uniquement avec des allèles de restauration récessifs et ce 
comportement n’a été décrit qu’une seule fois (WEN et al. 2003).  De plus, nous savons que 
le fonds génétique d’un hybride F1 est parfois responsable de phénotypes délétères et 
d’incompatibilités génétiques. Or, à la fin de sa thèse, N. Gobron avait détecté des 
distorsions de ségrégation dans des plantes restaurées (Sha) à un locus et hétérozygote à 
l’autre. Nous avons donc décidé de rechercher si le fonds hybride pouvait participer, en plus 
de l’effet CMS, au phénotype de stérilité mâle. 
 
Dans ce but, j’ai dans un premier temps cherché à déterminer les bases génétiques de la 
stérilité hybride chez Arabidopsis thaliana. Mes résultats démontrent que le phénotype de 
stérilité mâle observé dans la F1 Sha x Mr-0 résulte à la fois d’une stérilité mâle 
cytoplasmique gamétophytique et de pollen killers co-localisés avec des locus de 
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restauration de la CMS. Ces résultats sont exposés dans le chapitre B qui correspond à un 
article soumis à la revue Genetics. Dans un second temps, j’ai cherché à identifier les 
facteurs génétiques impliqués dans l’effet du pollen killer porté par le chromosome 3. Par 
des approches complémentaires de cartographie fine, de séquençage et de génétique 
d’association, j’ai identifié un polymorphisme candidat qui pourrait constituer la cible de ce 
pollen killer. Ces résultats sont présentés dans le chapitre C de ce manuscrit. Enfin, au cours 
du chapitre D, je discuterai de la complexité de la stérilité hybride du croisement Sha x Mr-0. 
Notamment, je développerais plusieurs pistes qui pourraient expliquer la colocalisation des 
éléments génétiques du pollen killer et du restaurateur à plusieurs locus et j’évoquerais les 
possibles conséquences évolutives de la CMS et du pollen killer dans l’établissement de 
barrières reproductives chez A. thaliana. 
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CHAPITRE B : ARTICLE 
 IDENTIFYING GENOMIC CONFLICTS THAT CAUSE POLLEN 
MORTALITY AND RAISE REPRODUCTIVE BARRIERS IN 
Arabidopsis thaliana  (SOUMIS À GENETICS) 
 
 
 
Les données supplémentaires de l’article  (figures et tableaux) sont présentées en Annexe  
(p 112-116). 
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L’article présenté dans cette partie analyse le déterminisme génétique de la stérilité mâle 
hybride mise en évidence chez A. thaliana en croisant deux accessions naturelles, Sha et Mr-
0 (GOBRON et al. 2013). Cette stérilité se caractérise par deux comportements remarquables. 
D’une part, elle apparait à la génération F1, c’est-à-dire à l’état hétérozygote. Le phénotype 
de stérilité apparait donc dominant sur le phénotype de fertilité. D’autre part, cette stérilité 
a un caractère asymétrique : le phénotype est visible en F1, mais uniquement dans le sens 
où Sha est le parent femelle et Mr-0 le parent mâle. Ces deux propriétés sont compatibles 
avec un modèle génétique de stérilité mâle cytoplasmique où le cytoplasme de l’accession 
Sha induit une stérilité mâle en présence d’allèles nucléaires Mr-0 dominants mainteneurs 
de stérilité (GOBRON et al. 2013). Or, excepté le cas particulier des allèles rfl1 de la CMS-S 
chez le maïs (WEN et al. 2003), les CMS décrites à ce jour portent des allèles de restauration 
dominants, et le phénotype de stérilité mâle ne peut alors s’exprimer qu’à la génération F2 
ou chez des plantes issues de rétrocroisement. Mon objectif était d'élucider les bases 
génétiques de cette stérilité hybride. Les résultats présentés ci-dessous correspondent tous 
à des expériences réalisées au cours de ma thèse, excepté les cartographies préliminaires 
des locus du chromosome 1 (L1) et du chromosome 3 (L3) impliqués dans le phénotype de 
stérilité, qui ont été effectuées pendant la thèse de Nicolas Gobron. Au cours de ce travail, 
j’ai  réalisé l’ensemble des analyses sur les pollen killers de L1 et L3 (génotypage des parents, 
analyse des biais de ségrégation et observations cytologiques de la viabilité pollinique) en 
bénéficiant d’un soutien technique, notamment pour la culture des plantes et certains 
génotypages. Pour l'identification de nouveaux QTL de stérilité, j’ai encadré Natacha Pluta 
pendant son stage de M2.  
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ABSTRACT 
 
 
Species differentiation and the underlying genetics of reproductive isolation are central 
topics in evolutionary biology. Hybrid sterility is one kind of reproductive barrier that can 
lead to differentiation between species. Here, we analyze the complex genetic basis of the 
intraspecific hybrid male sterility that occurs in offspring of two distant natural strains of 
Arabidopsis thaliana, Shahdara and Mr-0, with Shahdara as the female parent. Using both 
classical and quantitative genetic approaches, as well as cytological observation of pollen 
viability, we demonstrate that this particular hybrid sterility results from two causes of 
pollen mortality. Firstly, the Shahdara cytoplasm induces gametophytic cytoplasmic male 
sterility  controlled  by  several  nuclear loci.  Secondly,  several segregation  distorters
leading  to  allele-specific  pollen  abortion  (pollen killers)  operate in  hybrids with either
cytoplasm. The  complete  sterility  of  the hybrid with the Shahdara  cytoplasm  results
from   the   genetic   linkage   of   the   two   causes   of  pollen  mortality, i.e.  CMS  nuclear
determinants and pollen killers. Furthermore, natural variation at these loci in A. thaliana
is  associated  with   different   male-sterility   phenotypes   in   intraspecific   hybrids.   Our 
results suggest that the genomic conflicts that underlie segregation distorters and CMS can 
concurrently lead to reproductive barriers between distant strains within a species. This 
study provides a new framework for identifying molecular mechanisms and the evolutionary 
history of loci that contribute to reproductive isolation, and possibly speciation. It also 
suggests that two types of genomic conflicts, CMS and segregation distorters, may coevolve 
in natural populations.  
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INTRODUCTION 
Reproductive isolation is an important component of species differentiation, and 
mechanisms that create reproductive barriers between once conspecific organisms have 
attracted interest since evolutionary biology emerged as a field of study (COYNE 1992; ORR 
1996). Hybrid incompatibility, due to genetic divergence between the hybridizing parents, as 
theorized by Bateson, Dobzhansky and Muller (ORR 1996), is commonly observed between 
subspecies or distinct populations of the same species (CUTTER 2012). Hybrid incompatibility 
is therefore thought to contribute to the differentiation between incipient species. 
Reproductive barriers translate into interspecific hybrid unviability, weakness, or sterility, 
and recent studies on several types of hybrid incompatibility have shed light on their 
mechanisms in various taxa (MAHESHWARI and BARBASH 2011). Hybrid sterility has been 
described in many organisms, and its genetic basis has been studied in yeast (CHOU et al. 
2010), fruitflies (DOBZHANSKY 1936; LARRACUENTE and PRESGRAVES 2012), mice (MIHOLA et al. 
2009), and several plant taxa, including Solanum (MOYLE and NAKAZATO 2008), rice (Oryza) 
(OUYANG et al. 2010), Mimulus (BARR and FISHMAN 2010; LOWRY and WILLIS 2010), Arabidopsis 
lyrata (LEPPALA and SAVOLAINEN 2011) and A. thaliana (TORJEK et al. 2006; DURAND et al. 2012). 
In this latter species, male sterility observed in the progeny of crosses between C24 or 
Shahdara and Col-0 accessions results from an incompatible interaction of a pair of 
duplicated genes located on different chromosomes (DURAND et al. 2012), and thus behaves 
as a classical two-locus Bateson-Dobzhansky-Muller (BDM) interaction. In rice, many 
reproductive barriers have been observed between species and subspecies, including several 
types of hybrid sterility (OUYANG and ZHANG 2013). Classical two-locus BDM interactions 
between differentially inactivated duplicated genes appear to cause pollen sterility in 
hybrids between Oryza sativa and O. glumaepatula (YAMAGATA et al. 2010) and between the 
two O. sativa subspecies japonica and indica (MIZUTA et al. 2010). In both of these BDM 
interactions, a particular combination of alleles present at the two loci is deleterious at the 
haploid stage, leading to the production of deficient pollen grains in the hybrid plant. In 
addition, at least two examples of one-locus hybrid sterility have been reported in hybrids 
between japonica and indica rice subspecies (LONG et al. 2008; YANG et al. 2012). In these 
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cases, hybrid sterility results from the abortion of the gametophytes (pollen grains in one 
case, embryo sacs in the other) that carry one of the parental alleles, when in presence of 
the other allele in the hybrid.. Because they result in the selective elimination of one 
parental allele in the progeny of the hybrid, these cases are assimilated with segregation 
distorters, also named gamete killers (CAMERON and MOAV 1957). Segregation distorters are 
considered selfish genetic elements because they enhance their own transmission to 
progeny at the expense of the fitness of the organism, creating an intragenomic conflict 
(FRANK 2000).  
Another type of hybrid sterility is cytoplasmic male sterility (CMS), which relies on an 
intragenomic conflict between the cytoplasmic and nuclear genomes. In this case, pollen 
abortion is induced by the presence of maternally inherited mitochondrial genes, which 
enhance their fitness by impairing resource allocation to the male function (COSMIDES and 
TOOBY 1981; SAUR JACOBS and WADE 2003). Nuclear restorers of fertility (Rf) that inhibit the 
action of sterilizing mitochondrial genes are selected under the pressure to restore male 
function. When restorers are not fixed in populations, gynodioecy (co-occurrence of females 
and hermaphrodites) is observed. However, fixation of restorers leads to undetectable, 
cryptic CMS, revealed only by crosses between individuals from allopatric hermaphrodite 
populations. Cryptic CMS has been reported in Mimulus (FISHMAN and WILLIS 2006) and A. 
lyrata (LEPPALA and SAVOLAINEN 2011; AALTO et al. 2013). In A. thaliana, we previously 
discovered a cryptic CMS by crossing two distant A. thaliana accessions, Shahdara (Sha) and 
Mr-0, originating respectively from Tajikistan and Sicily. The reciprocal F1s gave different 
reproductive phenotypes: F1 plants with the Sha cytoplasm were unable to produce pollen 
and consequently seeds (because A. thaliana is a selfing species). On the contrary, the 
reciprocal F1 plants with Mr-0 cytoplasm were fertile. A gene present in the mitochondrial 
genome of the accession Sha, called orf117Sha, has been identified as the cytoplasmic factor 
that induces male sterility; in the nuclear genome, two large regions on chromosomes 1 and 
3 are associated with the sterility phenotype (GOBRON et al. 2013).  
Here, we dissect the complex genetic bases of the Sha x Mr-0 hybrid male sterility. We 
confirm that the Sha cytoplasm induces male sterility in the presence of Mr-0 nuclear alleles 
and narrow down the two main nuclear regions involved in the hybrid sterility. We also 
uncover nuclear segregation distorters that lead to the death of the pollen grains carrying 
Sha alleles (pollen killers) at the same loci previously identified as involved in the CMS. By 
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conducting a QTL analysis on a dedicated segregating population, we identify several 
additional genomic regions involved in Sha x Mr-0 hybrid sterility. Finally, by studying other 
crosses in A. thaliana, we explore the links between the sterility phenotypes of the hybrids 
and the natural variation at the loci involved in the sterility. Our results indicate that the 
hybrid sterility observed in the Sha x Mr-0 F1 results from the combination of gametophytic 
CMS and pollen killer effects whose nuclear determinants are genetically linked.  
 
Nomenclature: Hereafter, crosses are always written in the following, conventional order: 
female parent x male parent. When needed, the origin of the cytoplasmic (mitochondrial 
and chloroplastic) genomes of the crossed plants is indicated in brackets before the name 
that designates the nuclear genotype: a plant carrying the cytoplasm from parent A and the 
nuclear genome from parent B is designated [A]B. The genotype at a specified locus Lx is 
designated LxM, LxS or LxH for homozygous Mr-0, homozygous Sha or heterozygous, 
respectively. BCp stands for paternal backcross, BCm for maternal backcross. 
 
MATERIALS AND METHODS 
 
Plant materials: To obtain [Sha]Mr-0 and [Mr-0]Sha cytolines, we performed three recurrent 
paternal backcrosses (BCp3) of Sha x Mr-0 and Mr-0 x Sha F1s respectively. For each cross, 
15 BCp3 plants were genotyped with 384 SNP markers distributed throughout the genome 
(SIMON et al. 2012). The list and positions of the informative SNPs (polymorphic between Sha 
and Mr-0) are available at https://www.versailles.inra.fr/ijpb/crb/anatool/. One Mr-0 x Sha 
BCp3 plant homozygous for Sha alleles at all markers was selected to found the [Mr-0]Sha 
cytoline. For the Sha x Mr-0 cross, no BCp3 plant was found homozygous for Mr-0 alleles at 
all markers, so a fourth paternal backcross (BCp4) was performed, whose progeny was 
genotyped with microsatellite markers at the heterozygous regions remaining in the BCp3 
plant. One Sha x Mr-0 BCp4 plant homozygous for Mr-0 alleles at all markers was selected to 
found the [Sha]Mr-0 cytoline. Due to the poor fertility of plants heterozygous on 
chromosome 1 and chromosome 3 in the Sha cytoplasm, segregating populations needed in 
Table 1: Fertility phenotype of genotypes from crosses between Sha and Mr-0 
  Plant fertility score Pollen viability score Figure 
[Mr-0]Sha 4 4 1A&C 
[Sha]Mr-0  0 0.1 1A&C 
Sha x Mr-0 F1 0 0.1 3 
Mr-0 x Sha F1 4 2 3 
[Sha]L1HL3H  0 -> 2$ 0 -> 2$ 5 
[Mr-0]L1HL3H 4 2 5 
[Sha]L1ML3M 4 4 - 
$ during their development, these plants are first sterile and then produce some siliques with seeds 
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this work were obtained through complex cross plans described below. Two populations, 
PopL1 and PopL3, were constructed with the aim of narrowing down the intervals containing 
the two main loci involved in hybrid sterility, hereafter named L1 and L3 (Figure S1). They 
had the Sha cytoplasm and a nuclear background mainly homozygous for Sha alleles, except 
on chromosome 1 and chromosome 3. In PopL1, chromosome 1 segregated heterozygous 
and homozygous Sha genotypes between 10.7 Mb and the South telomere, whereas the 
chromosome 3 was homozygous Mr-0 from 15.2 Mb to the South telomere. Conversely, in 
PopL3, chromosome 1 was homozygous Mr-0 from 10.7 Mb to the South telomere and 
chromosome 3 segregated heterozygous and homozygous Sha genotypes between 15.2 Mb 
and the South telomere. 
To create genotypes segregating only at L1 and L3 (Figure S2), we first selected, in the Sha x 
Mr-0 BCm3 progeny, a plant with a Sha nuclear background but heterozygous at L1 in Sha 
cytoplasm ([Sha]L1HL3S) and, in the Mr-0 x Sha BCp3 progeny, a plant with a Sha nuclear 
background, but heterozygous at L3 in Mr-0 cytoplasm ([Mr-0]L1SL3H). These plants were 
identified by dense genotyping with 384 genome-wide SNP markers (SIMON et al. 2012). In 
their selfed progenies, we selected the genotype [Sha]L1ML3S, in which L1 (from 18.7 to 24.4 
Mb) was homozygous Mr-0, and the genotype [Mr-0]L1SL3M, in which L3 (from 22.6 Mb to 
the South telomere) was homozygous Mr-0 (Figure S2). These two plants were then crossed 
both ways to obtain [Sha]L1HL3H and [Mr-0]L1HL3H whose progenies segregated both L1 and 
L3 in a Sha nuclear background, but in Sha and Mr-0 cytoplasms, respectively.  
The Sha x Mr-0 F2* mapping population was composed of plants carrying the Sha cytoplasm, 
homozygous Mr-0 at L1 and at L3, and segregating elsewhere. To obtain this population, a 
plant [Sha]L1ML3M, selected from the progeny of the [Sha]L1HL3H x [Mr-0]L1HL3H cross, was 
first crossed with Mr-0 in both ways. The Sha x Mr-0 F2* population was then obtained by 
crossing the two resulting F1s, using the F1 carrying the Sha cytoplasm as the mother, 
because it produces very few seeds via selfing.  
Growth conditions: Before sowing, seeds were stratified in the dark at 4°C for three days in 
a water solution containing 0.1% agar and 7mM KNO3, to overcome the dormancy that is 
particularly strong in seeds with Mr-0 alleles. Plants were grown in soil in the greenhouse 
Table 5: Genotype segregation at L1 and L3 in the 
Rak-2 x Mr-0 and Mr-0 x Rak-2 F2 families 
Family Locus Chromosome Marker Position (Mb) Number of Rak-2 Number of Hz Number of Mr-0 Number of plants P (χ2) Observed Mr-0 frequency 
Expected Mr-0 
frequency 
Rak-2 x Mr-0 F2 L1 1 NGA128 20.6 69 103 10 182 1E-09 6% 25% 
Mr-0 x Rak-2 F2 L1 1 NGA128 20.6 50 87 45 182      0.73 25% 25% 
Family Locus Chromosome Marker Position (Mb) Number of Rak-2 Number of Hz Number of Mr-0 Number of plants P (χ2) Observed Rak-2 frequency 
Expected Rak-2 
frequency 
Rak-2 x Mr-0 F2 L3 3 MSAT3.23289 23.3 3 91 88 182 6E-18 2% 25% 
Mr-0 x Rak-2 F2 L3 3 MSAT3.23289 23.3 3 89 90 182 8E-19 2% 25% 
Hz: heterozygote 
Table 4: QTLs for fertility in the Sha x Mr-0 F2* family 
QTL Chromosome position (cM) LOD score % variance explained Closest marker 
Q1a§ 1 3.2 46.2 19.7 T1G11 
Q1b§ 1 73.2 25.1 11.9 MSAT1.17898 
Q3 3 57.0 9.23 4.8 MSAT3.15763 
Q4 4 52.0 26.6 12.5 CIW7 
Q5a 5 9 6.2 3.3 NGA151 
Q5b 5 54 10.5 5.4 MSAT5.16477 
§: interacting QTLs (LOD score: 13.4) 
Table 3: Genotype segregation at L1 and L3 in the progeny of 
plants heterozygous at L1 and/or L3 
Family Locus Chromosome Marker Position (Mb) Number of Sha Number of Hz Number of Mr-0 Number of plants P (χ2) Observed Sha frequency 
Expected Sha 
frequency 
[Mr-0]L1HL3H L1 1 NGA128 20.6 15 85 70 170 2E-08 9% 25% 
[Mr-0]L1HL3H L3 3 MSAT3.23007 23.0 31 79 61 171 3E-03 18% 25% 
[Mr-0]L1HL3S  L1 1 NGA128 20.6 5 100 78 183 1E-13 3% 25% 
[Mr-0]L1SL3H  L3 3 MSAT3.23007 23.0 18 87 73 178 4E-08 10% 25% 
[Sha]L1HL3H  L1 1 NGA128 20.6 4 29 21 54 4E-03 7% 25% 
[Sha]L1HL3H  L3 3 MSAT3.23007 23.0 2 25 29 56 2E-06 4% 25% 
[Sha]L1HL3S  L1 1 NGA128 20.6 10 91 83 184 2.6E-13 5% 25% 
[Sha]L1SL3H  L3 3 MSAT3.23007 23.0 0 91 87 178 3.3E-19 0% 25% 
Hz: heterozygote 
Table 2: Genotype segregation at L1 and L3 in the [Sha]Mr-0 x 
(Mr-0 x Sha) family 
Locus Chromosome Marker Position (Mb) Number of Hz Number of Mr-0 Number of plants P (χ2) Observed Hz frequency 
Expected Hz 
frequency 
L1 1 NGA128 20.6 52 125 177 4E-08 29% 50% 
L3 3 MSAT3.23007 23.1 2 179 181 2E-39 1% 50% 
Hz: heterozygte 
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under long-day conditions (16h day, 8h night) with additional artificial light (105 µE.m-2.s-1) 
when necessary.  
Genotyping: SNP genotyping was performed at the ‘Genomics’ facility at INRA Toulouse, 
France (http://www.genotoul.fr/). Genomic DNA preparation, genotyping and data analysis 
were carried out as described in (SIMON et al. 2012). For microsatellite genotyping, DNA 
extractions were conducted on leaves from 15-day-old seedlings as described in (LOUDET et 
al. 2002). Microsatellite markers used to genotype plants are described in Table S1. The 
presence of orf117Sha was detected by PCR as described in (GOBRON et al. 2013). 
Phenotyping: Overall fertility of plants in the greenhouse was scored using a visual estimate 
of the number and size of the fruits (siliques) that develop. Scores were based on the 
following scale (with decimal scores if necessary): 0, plant completely sterile (no developed 
siliques); 1, a few developed siliques; 2, roughly half the siliques are developed; 3, a few 
aborted siliques; 4, plant fully fertile (Figure S3). Sha and Mr-0 plants were included in every 
experiment as fully fertile controls. Scoring was carried out independently by two 
experimenters. For each plant, scoring was carried out after three stems had flowered. To 
take into account the possible variation of the fertility phenotype during development, 
plants were scored 1 or 2 times per week for at least 2 or 3 weeks to obtain a minimum of 5 
scores per plant, averaged to obtain the final score.  
Pollen viability was estimated from flower buds harvested just before anthesis. Sha and Mr-0 
plants were used as fertile controls. For each plant, anthers of two flower buds (8-12 
anthers/plant) were dissected and observed under a light microscope after Alexander 
staining (ALEXANDER 1969). The cytoplasm of viable pollen grains is colored in red, pollen wall 
is colored in green, thus dead pollen grains appear greenish. For each anther, pollen viability 
was scored using the following scale: 0, all pollen grains aborted; 1, a few viable pollen 
grains; 2, about half the pollen grains are viable; 3, a few aborted pollen grains; 4, all pollen 
grains are viable. The final score of the plant is the average of all anther scores. 
According to their cytoplasms and their nuclear genotypes, mainly at L1 and L3, the plants 
from crosses between Sha and Mr-0 showed different degrees of overall and/or pollen 
fertility. The fertility of the genotypes, scored at the overall plant level and at the pollen 
viability level as described above, is summarized in Table 1. Plants with a maximum overall 
fertility score (‘4’) can have a pollen viability score of 2 or higher.  
Figure 1: Reproductive phenotypes of reciprocal cytolines.
A: The [Mr‐0]Sha cytoline presents normal fruit (silique) development whereas the
[Sha]Mr‐0 cytoline is totally sterile. B: Manual pollination of the sterile [Sha]Mr‐0
cytoline with Mr‐0 pollen (dashed box) leads to a fertile restored phenotype (black
arrows). C: Alexander staining (observation under a light microscope, x10) of anthers.
The cytoline with the Mr‐0 cytoplasm has only viable (red) pollen grains whereas its
reciprocal shows no viable pollen grains.
[Mr‐
0]Sha
[Sha]Mr‐
0 
A
[Mr‐0]Sha  [Sha]Mr‐0 C
[Sha]Mr‐0 pollinated by Mr‐0B
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L1 and L3 mapping: Genotyping of the 276 plants from PopL1 led to the identification of 85 
recombinants between the markers CIW1 (18.4 Mb) and F5I14 (24.4 Mb). The fertility of 
PopL1 plants was associated with the Sha homozygous state at chromosome 1 (overall 
fertility score '3' or higher) whereas heterozygotes at chromosome 1 were mainly sterile 
(overall fertility score '1' or lower). Similarly, genotyping of the 294 plants from PopL3 
identified 43 recombinants between the markers MSAT3.58 (18.7 Mb) and MSAT3.70 (23.4 
Mb). The fertility of PopL3 plants was associated with the Sha homozygous state at 
chromosome 3 (overall fertility score '3' or higher) whereas heterozygotes at chromosome 3 
were mainly sterile (overall fertility score '1' or lower). For L1 and L3 mapping, markers 
homozygous for Sha alleles in mainly sterile recombinants (global fertility score '1' or lower) 
were thus excluded from the candidate interval.  
QTL analysis: Phenotyping and genotyping data of the Sha x Mr-0 F2* population were 
analyzed with the R/qtl package (BROMAN et al. 2003), using the Haley-Knott regression 
method. The QTL model was implemented and refined using the addqtl, addint and refineqtl 
functions, by adding significant new QTLs and/or interactions to the QTLs first detected with 
the scanone function.  
 
RESULTS 
Cytolines confirm the Sha/Mr-0 cytoplasmic male sterility: Our previous work (GOBRON et al. 
2013) showed that the Sha x Mr-0 hybrid is completely sterile, in contrast to the Mr-0 x Sha 
hybrid, which is fertile. From each of these two F1 hybrids, we created a line combining the 
nuclear genome of one accession with the cytoplasmic genomes of the other via a series of 
recurrent backcrosses with the male parent. Such genotypes are hereafter referred to as 
cytolines (EDWARDS et al. 1996). In the greenhouse, the cytolines [Sha]Mr-0 and [Mr-0]Sha 
did not show any growth or developmental defects, but [Sha]Mr-0 was sterile, producing no 
seeds, whereas [Mr-0]Sha was fertile (Figure 1A). However, seed production was restored in 
[Sha]Mr-0 after manual pollination with Mr-0 pollen, indicating a male dysfunction in 
[Sha]Mr-0 (Figure 1B). Cytological observations of anthers showed that the [Sha]Mr-0 
cytoline produced almost no viable pollen, while all pollen grains were viable in [Mr-0]Sha 
(Figure 1C). This pattern confirmed that the Sha cytoplasm is responsible for a male sterility, 
Figure 2: Mapping of the L1 and L3 loci involved in male sterility. 
A:The L1 locus was narrowed down to the interval between the 
NGA128 and the F5I14 markers. 
B: The L3 locus was narrowed down to the interval between the 
MSAT3.23007 and the MSAT3.23289 markers.  
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which can be suppressed by factors that are present in the Sha nuclear genome (so called 
restorers of fertility, Rf) but are absent or non-functional in the Mr-0 nuclear genome. 
The two nuclear loci L1 and L3 are required for Sha x Mr-0 hybrid male sterility: A 
preliminary genetic study suggested that two regions on the southern arms of chromosome 
1 and chromosome 3 carried major genetic factors for hybrid sterility (GOBRON et al. 2013). 
To map these two loci independently, we created two mapping populations in the Sha 
cytoplasm: PopL1 for mapping the L1 locus and PopL3 for mapping the L3 locus. In PopL1, 
the L1 region segregated heterozygous and homozygous Sha genotypes, whereas the L3 
region was fixed for Mr-0. Similarly, in PopL3 the L3 region segregated heterozygous and 
homozygous Sha genotypes while L1 was fixed for Mr-0 (see Materials and Methods and 
Figure S1). In each mapping population, plant fertility was associated with the Sha 
homozygous state of the segregating locus. Thus, we reduced the size of the locus by 
excluding regions that were homozygous Sha in sterile recombinant plants. This mapping 
strategy confirmed that the two regions L1 and L3 carry major factors required for Sha x Mr-
0 hybrid sterility and to narrow down the causal loci to 3.8 Mb on chromosome 1 (Figure 2A) 
and to 0.28 Mb on chromosome 3 (Figure 2B). The L1 interval remained rather large due to 
the lack of sterile recombinants at this locus, suggesting that it carries more than one 
determinant needed for hybrid sterility.  
L1 and L3 carry pollen killers active in both cytoplasms: In the Mr-0 x Sha F1 plants, 
although they produced normal seed sets, about 50% of pollen grains were aborted (Figure 
3). When genotyping a Mr-0 x Sha F2 population with genome-wide markers, significant 
deficits in the Sha homozygous genotype were found at three loci (Figure 4 & Table S2). 
Remarkably, two of these loci colocalized with L1 and L3, the loci involved in the sterility of 
the Sha x Mr-0 F1. Such biases against the Sha alleles were also observed at these two loci in 
the progeny of a cross using the Mr-0 x Sha F1 as the male parent and the sterile [Sha]Mr-0 
cytoline as the female parent (Table 2), suggesting a relationship between segregation 
distortion and pollen mortality in Mr-0 x Sha F1 plants. Pollen grains produced by a 
heterozygous plant and that carried the Mr-0 allele at L1 and/or L3 contributed more than 
expected to the next generation, indicating that the non-viable pollen grains observed in the 
anthers of Mr-0 x Sha F1 plants carried Sha alleles. Because the [Mr-0]Sha cytoline showed 
only viable pollen (Figure 1C), we concluded that, in the Mr-0 cytoplasmic background, 
Figure 4: Genome-wide analysis of allele segregation in the Mr-0 x Sha F2 family. The plots 
show the percentage of plants heterozygous (green), homozygous Mr-0 (blue) and homozygous 
Sha (yellow) at each marker. Arrows indicate the markers where the bias against the Sha allele is 
maximal (see Table S2 for genotyping data). Red bars indicate the locations of the L1 and L3 loci. 
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Figure 3: Pollen viability of reciprocal Sha/Mr-0 F1s. 
In the Sha x Mr-0 F1, all pollen grains are aborted 
(green), whereas the reciprocal presents a mixture of 
aborted (green) and viable (red) pollen grains. 
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pollen grains carrying Sha alleles at specific loci are killed only when produced by a plant 
heterozygous at these loci. This kind of segregation distorter has previously been defined as 
a pollen killer (PK) (CAMERON and MOAV 1957). 
The segregation distortion against Sha alleles at L1 and L3 were confirmed in the Mr-0 
cytoplasmic background in the selfing progeny of plants homozygous for Sha in their nuclear 
genome apart from L1 and L3 ([Mr-0]L1HL3H, Table 3). In addition, the same distortions were 
observed in the selfing progeny of plant segregating only at either L1 or L3 ([Mr-0]L1HL3S or 
[Mr-0]L2SL3H, Table 3).   
In the Sha cytoplasmic background, we could not examine segregation biases in the male 
lineage because the Sha x Mr-0 F1 was completely sterile. However, plants heterozygous 
only at L1 and L3 and homozygous for Sha in the rest of their nuclear genome ([Sha]L1HL3H), 
although mainly sterile, produced some selfing seeds in late development stages (Table 1). 
Despite the limited number of offspring obtained from these plants, we observed biases 
against Sha homozygous plants at L1 and L3 (Table 3). These biases were confirmed in the 
selfing progenies of plants heterozygous only at either locus ([Sha]L1HL3S or [Sha]L1SL3H, 
Table 3).  
Altogether, these results showed that the segregation distortions observed at L1 and L3 
result from pollen killers that are active in both cytoplasmic backgrounds. 
Pollen killers and CMS jointly participate in the Sha x Mr-0 F1 male sterility: The amount of 
aborted pollen due to the pollen killers in Mr-0 x Sha F1 plants was not sufficient to alter 
their overall fertility (Table 1). However, Sha x Mr-0 F1 plants produced no viable pollen and 
no seeds. This comparison indicated that, in addition to pollen killers, other sterilizing factors 
act in the hybrid with the Sha cytoplasm. This pattern corroborates the involvement of the 
[Sha]Mr-0 CMS in the hybrid sterility, leading to the death of pollen grains carrying Mr-0 
alleles in the Sha cytoplasm. Further, we observed a difference in fertility between [Mr-
0]L1HL3H plants, which produced normal seed sets, and [Sha]L1HL3H plants, which were much 
less fertile (Table 1). Pollen killers were active in all these plants; therefore their differences 
in fertility, due to the CMS in the Sha cytoplasm, indicated that restorer genes were present 
at L1 and L3. We concluded that the two main loci involved in hybrid sterility, L1 and L3, 
accumulate cytoplasm-independent PKs that lead to the death of pollen grains carrying the 
Sha alleles and genetic determinants of CMS that cause Mr-0 pollen to abort in the Sha 
Figure 5: Reproductive phenotypes in [Sha]L1HL3H and [Mr-0]L1HL3H plants.  
Overall fertility phenotypes at two developmental stages (top panels) and pollen viability 
in close-up views of typical anthers after Alexander staining (bottom panels). DAF: day 
after flowering. 
A: The [Sha]L1HL3H plants are initially completely sterile (left panel, top), with anthers 
harboring only aborted (green) pollen grains (left panel, bottom). Later on, the anthers 
also contain viable (red) pollen grains (right panel, bottom) and plants produce fertile 
flowers (right panel, top). White arrows indicate developed siliques that will produce 
seeds. White arrowheads indicate aborted fruits. 
B: [Mr-0]L1HL3H plants are fully fertile throughout their development (top), their anthers 
present a mixture of aborted and viable pollen grains throughout the reproductive phase 
(bottom).  
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cytoplasm. These two kinds of factors contribute together to the hybrid sterility of the Sha x 
Mr-0 F1.  
L1 and L3 are not sufficient to produce full F1 male sterility: The sterility of the plants 
[Sha]L1HL3H changed during their development: they produced only sterile flowers during 
the first 2-3 weeks after flowering, and then they developed some siliques with seeds (Figure 
5). Heterozygosity at L1 and L3 was thus not sufficient to maintain complete sterility when 
the rest of the genome is homozygous for Sha alleles. In addition, surprisingly, [Sha]L1ML3M 
plants, homozygous for Mr-0 at both L1 and L3, were fertile (Table 1). These results strongly 
suggested the existence of additional Rf, and potentially PK, loci in the genome, outside L1 
and L3.  
A multigenic determinism of pollen sterility in heterozygotes corresponds to the gradual 
phenotypes that we observed in several segregating populations, including the (Sha x Mr-0) 
x Sha backcross (GOBRON et al. 2013) and the [Sha]Mr-0 x (Mr-0 x Sha) family (Figure S3). 
Hence, we used a quantitative genetic approach to look for additional loci involved in the 
fertility phenotype. To do so, we generated a specific mapping population (named Sha x Mr-
0 F2*, see Materials and Methods) in the Sha cytoplasm, where plants were homozygous 
Mr-0 at L1 and L3, to eliminate previously identified pollen killer effects and fix the non-
restorer alleles at these loci, and segregating elsewhere. The Sha x Mr-0 F2* family showed 
low overall fertility. We scored the fertility of 184 plants throughout their reproductive 
development as described in Materials and Methods, and genotyped them with 33 markers 
scattered across the genome (Table S3). The QTL analysis of the fertility identified 6 QTLs, 
and 1 QTL-QTL interaction, explaining together 65.5% of the phenotypic variation (Figure 6 
and Table 4). For every QTL, the Sha allele was associated with higher fertility. Interestingly, 
Q5b colocalized with a region at around 17 Mb on chromosome 5, hereafter named L5, 
where a strong bias against the Sha allele was observed both in the Mr-0 x Sha F2 (Figure 4 & 
Table S2) and in the [Sha]Mr-0 x (Mr-0 x Sha) population (Table S4). In addition, plants of the 
Sha x Mr-0 F2* that were heterozygous at Q5b were as sterile as those that were 
homozygous Mr-0 (Figure S4). These results indicated that, similar to L1 and L3, factors 
involved in the CMS are present also at L5 together with a pollen killer. We checked whether 
a pollen killer effect was present at L5 in the Sha cytoplasm too, and, indeed, there was a 
strong bias against the Sha allele at this locus in the progeny of a plant heterozygous at L5 
([Sha]L1ML3ML5H, Table S5). 
Figure 6: QTLs affecting the fertility phenotype in the Sha x Mr-0 F2* family. 
The regions that do not segregate in this family (homozygous for Mr-0 alleles) are 
indicated in blue. The orange triangles indicate the most likely positions of the 
QTLs; their height corresponds to the 1.8 LOD support interval and their width is 
proportional to the LOD score of the corresponding QTL. The positions of 
markers are indicated as horizontal bars. The name of the marker closest to each 
QTL is given.  
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We concluded that the pollen lethality observed in the progeny of crosses between the Sha 
and Mr-0 accessions results from a complex genetic determinism involving different genomic 
regions, plus one interaction among two of these regions. Moreover, it is caused by a 
plurality of factors that act concurrently: gametophytic CMS relying on several nuclear loci in 
interaction with the Sha cytoplasm, plus pollen killers acting in either cytoplasm. 
Remarkably, our analyses indicated that both kinds of factors colocalized at several loci. 
The separation of the PK and the CMS factors suppresses the hybrid sterility: Studying the 
fertility of reciprocal crosses between Mr-0 and a panel of 21 accessions, Gobron et al. 
(2013) observed that the 11 accessions that did not carry the mitochondrial gene orf117Sha 
give rise to fertile F1s, whereas the 10 accessions carrying the orf117Sha produce male 
sterile F1s when crossed with Mr-0 as male parent. To explore the diversity of the nuclear 
loci involved in the pollen lethality, we performed 25 additional two-way crosses between 
accessions and Mr-0. Among the 46 accessions studied in total, all the 28 that did not carry 
the mitochondrial orf117Sha produced fertile F1s. In contrast, the majority of crosses (14 out 
of 18) between Mr-0 as a male parent and accessions carrying the orf117Sha as females 
behaved like the Sha x Mr-0 cross: they produced completely male-sterile F1s, whereas 
reciprocal crosses were fertile (Figure 7). However, we found among the newly tested 
accessions four exceptions that, although carrying the orf117Sha, gave fertile F1s when 
crossed to Mr-0 as both male and female parent (Figure 7). All these accessions belonged to 
the same subgroup of nuclear diversity, and we chose for further study the representative 
Rak-2 x Mr-0 cross, which was fertile although Rak-2 carries the same cytoplasm as Sha at all 
markers analyzed. We first generated plants from a paternal backcross (BCp1) of Rak-2 x Mr-
0 F1 with Mr-0 and observed that 9 out of 27 BCp1 plants were completely male-sterile 
(Table S6). The Rak-2 cytoplasm thus actually induces sterility, as expected from its similarity 
to the Sha cytoplasm, and the difference in fertility between the hybrids Sha x Mr-0 and Rak-
2 x Mr-0 was likely to be due to different nuclear factors controlling pollen viability in these 
two crosses. 
To investigate the nuclear loci involved in pollen mortality in the Rak-2 x Mr-0 cross, 182 
plants of each of the reciprocal F2s were genotyped at the major loci L1 and L3 (Table 5). L3 
showed a strong bias against the Rak-2 allele in both cytoplasms, as observed for the Sha 
allele in reciprocal crosses with Mr-0, and thus most likely resulting from a similar pollen 
killer effect. L1 showed a strong segregation distortion against the Mr-0 allele in the Rak-2 x 
Figure 7: Fertility of 46 crosses with 
Mr-0 as male parent. The accessions 
are organized in clusters according to 
Simon et al. (2012). The accessions in 
red carry the mitochondrial sterilizing 
factor orf117Sha; they all belong to 
the same nuclear diversity group. The 
F1 phenotype is indicated beside the 
name of the maternal parent by 'F' for 
fertile F1 or 'S' for sterile F1. The red 
horizontal line separates the two 
differentiated sub-groups of nuclear 
diversity in this group. *F1 phenotype 
from Gobron et al., 2013. 
 
Neo.6
Sha
Neo.3
neo.2
neo.20
neo.23
neo.1
neo.4
Sij.4
ij.3
Sij.1
Sij.2
Kar.2
Sus.1
Kar.1
WKar.1
WKar.3
Hodja.2
Konda
Hodja.1
Kyr.1
Zal.1
Zal.3
Sorbo
Kas.1
Wkar.4
Dja.1
Dja.5
Altai.2
Altai.5
Chab.1
Chab.2
Bas.2
Bas.1
Bas.3
Sev
Pan
Mas
Leb.4
Leb.3
nov.01
nov.03
Rak.2
Nos
Rak.3
nov.02
Rak.1
Leb.1
Leb.2
Per.2
N14
N4
N1
Per.1
Per.3
Chi.0
Chi.1
N16
N18
10
N12
N2
N13
15
N7
N17
N3
N11
Koch.1
Kly.4
Kly.3
Koz.1
Kly.1
Kly.6
ly.2
Kly.5
Bij
Koz.2
oz.3
Fl.3
Keu.1
X9481B
Kz.9
Geg.14
Yeg.1
Kid.1
Shi.2
Bor.2
Kra.2
N6
Rubez.1
Truk.1
Ms.0
Kas.2
N8
N9
Ste.2
te.1
Ms.0b
Kz.1
Rsch.0
Are.6
Are.11
Are.9
Are.2
re.7
Are.10
Are.1.1
Are.0
re.1
Pre.6
Esc.0
Cant.1
Sue.0
Peg.0
Sah.0
Sam.1
Nav.1
Cvi.4
Cvi.3
Cvi.0
vi.2
Ita.0
Mr.0
Etna.1
Etna.2
Had.10
Had.1
Had.6b
Qar.8
Bik.5
Bik.1
ik.7
Fab.2
Lov.1
Lov.5
Bil.5
Var2.1
Sku.20
Ale.8
Fab.4
Eden.1
Eden.2
Tam.2
Tam.27
Bus.0
Hel.1
Rod.1
Ost.0
M7943S
Di.0
La.0
Stc.0
Ler.1
Buck.0
Kvi.1
Kvi.2
Mc.0
Ty.0
Veg.1
Vgn.1
Ors.1
Vin.1
Sog.1
Nfr.1
Had3.1
Lod.2
Lod.4
Sk.2
Vag.3
Lom.1
Sk1.1
Lom.4
Lom.3
Ishika
Hiroshi
Sakata
Tokushi
Yama
Boz.1b
Lago.1
Boz.1a
Cast.4b
Cast.4a
Tou.1
Ait.2
Eid.1
Kon.1
Vez.2a
Vez.2b
Cha.0
Ze.0
Voe.1
Mitt.1
Sei.0
Alt.2
Tsu.1
Be.0
Tsu.0
Tu.0
Rd.0
Est.1
Rld.2
Rld.1
Est.0
Esd.0
Wil.2
Wil.3
Ko.2
Kl.2
Je.0
Te.0
Enk.D
nk.1
Ct.1
Lan.0
Bl.1
Bl1.1
Hi.0
Ru.0
Hau.0
Er.0
Vi0.1
Vi.0
Ws.0b
Blh.1
Blh.2
Po.1
Ta.0
Gr.3
Ste.0
Pu2.7
Dr.0
M7884S
No.0
No.1
Bd.0
Sp.0
Da.12
Dra.0
Gr.1
Ber
Sn.1
Jm.1
J.2
Rak.0
Uod.1
Je54
Uod.7
Akita
Kyoto
Lp2.6
Pu2.23
Jl.1
Bor.4
Zdr.1
Zdr.6
Jl.3
Lp2.2
Wa.1
Me.0
Star.8
HKT2.4
Kn.0
Le.0
Rov.1
Lip.0
Zab.1
Wil.1
Jm.0
Sav.0
Bor.1
Ang.1
Bch.1
Ang.0
Cen.0
S96
La.1
Li.2.1
Ca.0
Fl.1
Li.2
Li.3.3
St.0
Ei.2
Can.0
ad.0
Vil.0
Cal.1
Jab.1
Do.0
Ba.1
Par.9
Nc.1
Rom.5
Mar2.2
Cau.3
NFA.10
Bui
Hag.2
Las.0
Pf.0
Ha.0
Wu.0
In.0
Abil.2
Tuv.12
Ey15.2
Wl.0
Nie1.2
Tus.2
Ru3.27
Bay.0
Rrs.7
Wal.4
Lu.1
Lo.1
Nw.0
Pa.1
Pa1.1
Fe.1
Na.1
Pue.4
Uk.1
Leo.1
Pi.0
Bs.1
Mrk.0
Uk.3
Wei.0
Wei.1
Uk.2
k.4
Sg.2
Sg.1
Sap.0
Ak.1
Bs.5
Enk.2
Lc.0
Enk.T
Db.1
Eil.0
Db.0
Mz.0
JIC240
Col.0
H55
Mh.0
Mh.1
Pr.0
Stu.1
Ws.0
Nie.0
El.0
Bu.0
Or.0
Mz.0b
Ob.1
Da.0
Bu.11
Ob.0
Ob.2
Bsch.0
Kro.0
Ga.2
Gd.1
u.0
Nok.2
Nok.0
Nok.1
ok.3
Alc.0
M7323S
Ped.0
Vie.0
Got.7
Got.22
Bur.0
For.1
Lm.2
Cal.0
Et.0
Zu.0
Mt.0
Ma.0
Oy.0
Oy.1
Ko.4
Sol.0
Kl.5
Kb.0
Enc1.1
Enc2.1
Gen.4
Esp2.1
Mnz.0
And.1
Su.0
Edi.0b
Kl.0
Kil.0
Hn.0
Hn0.1
Wt.3
t.4
Wt.1
Wt.2
Omo2.3
o2.1
Ull2.5
Cit.0
Al.0
Hl.0
Ep.0
Lovel.1
Hl.3
Go.0
Hl.2
Fi.1
Aa.0
Go.2
Ga.0
Np.0
Cl.0
Wc.1
Wc.2
Pt.0
Hs.0
Ove.0
Fr.5
Spr1.2
pr1.6
Sv.0
Ka.0
Ge.1
Rsch.4
An.1
Si.0
Nok.4
Gie.0
Bch.1.1
Nd.0
Nd.1
Old.1
Old.2
X.0
Xx.0
Is.0
Js.0
Ull2.3
Fi.0
Wt.5
Po.0
Tu.1
Kr.0
Fr.2
Rmx.2
Pna.10
Kno.10
Rrs.10
Ken
Tul.0
Gre.0
Mv.0
Tol.0
Bn.0
Yo.0
Pna.17
Chn.1
Chn.2
Cos.1
Cos.2
Bea.1
Mar1.4
Ge.2
Con.1
Nog
Loh.0
Sgd.4
Cro.2
Arg.4
Pon
Van.0
Bsy.0
Mah.1
Sar.1
Sar.2
Ra.0
Lz.0
Ra.0b
Ag.0
All1.4
Cur.2
Fer.5
Pyl.1
Sq.8
Cibc.17
Ge.0
Rmx.18
Fet.10
Kno.18
Mol.7
Mol.3
Vou.6
Cle.3
Pog.0
Dam1
Cyr
Co.4
Qui.0
Br.0
Jag.2
Edi.1
Abd.0
Ema.1
Sq.1
Cnt.1
Cibc.5
Hr.10
NFA.8
Sgd.3
Sgd.1
Sgd.2
Gol.1
Wha1
Wha.1
Cla.7
Es.0
Ren.1
Ren.11
Pn.0
Pro.0
Ran
Edi.0
Mei.1
Wha2
Hr.5
Ri.0
Kin.0
Rou.0
Tuw.2
Fei.0
Geo.1
Tus.9
Gy.0
Hee.1
Vorst.1
Ull.1
Lac.7
Ksk.1
Lou.17
Lou.18
Lou.10
Lou.1
Lou.2
Lou.9
Ciry.5
Toum.3
Rad.1
Eta2.1
Touj.2
Eta1.1
Mar3.1
Conf.1
Mar4.1
Quis.2
Sal.1
Mou2.3
Mou1.1
Noz.1
Arr.2
Bez.1
Iss.3
Ven.4
Kast.1
Pch.6
Ved.2
Cats.1
Esp1.2
Lecq.1
Rum.1
Dir.2
Mil.1
Bau.1
Wav.1
Aba.1
Tro.0
Lie.2
Lcl.1
Roc.1
Bri.1
Catt.1
Dam2
Forl.5
Plo.1
Bre.2
Tre.1
Ldv.5
Ply.4
Ts.2
Ts.1
s.3
Bla.1
Bla.2
Ts.5
Ts.6
Sf.1
Pla.0
Se.0
Sf.2
Pla.1
Bla.10
Ll.0
Ts.7
Lag.1
Lag.2
Anz.3a
Anz.1a
Anz.0
Anz.2
Lek.1
Nar.2
Lek.2
Xan.1
Ist.1
Co.1
C24
Sgd.5
Par.1
Mir.0
Etn.0
Alc.2
Cis.1
Cis.2
Mon.1
Li.6
Gal.1
Cdm.0
Mer.6
or.1
Val.1
Mam.1
Mam.2
Apo.1
Tim.1
Lec.1
Angi.1
Zloc.1
Del.1
Jea
Pirin.10
Bol.1
Shi.1
Slavi.1
Ws
Dobra.1
Niigata
Ale.1
Copac.1
Por.1
Petro.1
Nem.1
Dog.4
Hh.0
Sofia.1
Ful.1
Stw.0
Cha.1
051015202530
Branch Height
<<
 
Etna-2 F 
Etna-1 F 
Cvi-0 F 
Jea F 
Lerik2-1 F 
Oy-0 F 
Bur-0 F 
Col-0 F 
Db-1 F* 
Wil-1 F* 
Blh-1 F 
Ct-1 F 
Kz-1 F* 
Stepn-1 F 
Kas-2 F 
Shigu-2 F 
Kidr-1 F 
Kz-9 F* 
9481B S* 
Kly-1 S 
Koch-1 F 
N13 F* 
N16 F 
Leb-2 F 
Leb-1 F 
Rak-2 F 
Leb-3 F 
Bas-2 F 
Altai-5 S 
Dja-5 S* 
Dja-1 S* 
Sorbo F* 
Zal-3 S* 
Zal-1 S* 
Kyr-1 S* 
Hodja F* 
Kondara F* 
Hodja-bis F* 
Kar-1 S* 
Sus-1 S* 
Kar-2 S* 
Sij-4 F 
Neo-23 S 
Neo-3 S* 
Shahdara S* 
Neo-6 F* 
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Mr-0 family only, which implied an interaction with the Rak-2 cytoplasm. Among 182 F2 
plants of this family, there were no plants with the Mr-0 genotype at markers ind1.22788 
(22.8 Mb) and F5I14, an interval of 158 Kb included in L1, hereafter called L1Rak, as expected 
for a unique restorer locus of gametophytic CMS. Likewise, all F2 plants were fertile. In 
addition, all sterile BCp1 plants were homozygous Mr-0 between ind1.22788 and F5I14 
(Table S6), indicating that the pollen grains Mr-0 at L1Rak died. Accordingly, we did not 
observe viable pollen in the anthers of these BCp1 plants (Figure 8A). The anthers of the Rak-
2 x Mr-0 F1 plants carried more aborted pollen grains than those of the reciprocal F1 (Figure 
8B), which is consistent with a combination of two deleterious effects in the former (i.e. PK 
at L3 plus CMS at L1Rak) compared to the sole action of PK at L3 in the latter. Furthermore, 
among BCp1 plants heterozygous at L1Rak, we observed more aborted pollen grains in the 
plants that were also heterozygous at L3 than in those that were Mr-0 at L3 (Table S6), 
although in every case the amount of dead pollen was not sufficient to alter the overall 
fertility of the plants. 
We concluded that in Rak-2 x Mr-0, as in Sha x Mr-0, pollen lethality results from a 
combination of both CMS and cytoplasm-independent pollen killers. L1 and L3, the two main 
loci involved in pollen mortality in the crosses between Sha and Mr-0, also participate in the 
sterility in the crosses between Rak-2 and Mr-0. However, remarkably, the plants 
heterozygous Rak-2/Mr-0 at L1 did not present any PK effect at this locus. The dissociation of 
PK and CMS effects very likely contributes to the residual production of pollen in Rak2 x Mr-0 
F1 plants, allowing normal seed set, unlike in Sha x Mr-0 F1 plants. 
 
 
DISCUSSION 
The Sha x Mr-0 F1 cumulates different causes of pollen sterility: We explored the genetic 
determinism of male sterility observed in the offspring of two distant A. thaliana accessions. 
We showed that the absence of seed set in the Sha x Mr-0 hybrid results from the 
combination of two different kinds of causes, both acting on male gametophyte 
development: (1) gametophytic CMS leading to the death of pollen carrying Mr-0 non-
restorer alleles in a Sha cytoplasmic background, and (2) several PK loci leading to the 
specific abortion of pollen grains carrying the Sha alleles, independently of the cytoplasmic 
Figure 8: Pollen viability of plants from crosses between Rak-2 and 
Mr-0. Alexander staining (observation under a light microscope, x10) 
of anthers. Aborted pollen grains are stained green, viable pollen 
grains are stained red. Hz: heterozygote. 
 A. Sterile Rak-2xMr-0 BCp1 plants (see also Table S6).  B. Rak-2/Mr-0 
reciprocals F1s.  
 
A 
B 
Rak-2 x Mr-0 F1 Mr-0 x Rak-2 F1 
BCp1#23 BCp1#6 
Genotype at L1Rak: 
Genotype at L3: 
Mr-0 
Hz 
Mr-0 
Mr-0 
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background. We confirmed the coexistence of these two mechanisms by isolating them from 
each other: the abortion of all pollen in the [Sha]Mr-0 cytoline indicates that the inability of 
Mr-0 nuclear genome to restore fertility in the Sha cytoplasm is sufficient to achieve male 
sterility without the action of any segregation distorter, and, on the other hand, 
heterozygotes at PK loci are unable to transmit the Sha alleles through pollen, even in a non-
sterilizing cytoplasm. The normal seed set of the Mr-0 x Sha F1, despite pollen mortality due 
to PKs, shows that the combination of the two mechanisms is necessary for the total sterility 
of the reciprocal Sha x Mr-0 F1.  
Several pollen killers are active in the same intraspecific cross: Gamete killers are particular 
segregation ratio distorters acting at the gametophytic stage to eliminate one parental allele 
from the gamete production of a hybrid. They rely on the interaction of two types of actors: 
a ‘killer’, carried by one genotype, has a lethal effect on a ‘target’ carried by the other 
genotype that does not contain the killer (CAMERON and MOAV 1957). In this study, we 
identified three loci in the Sha/Mr-0 hybrids where such gamete elimination occurred: L1, L3 
and L5 (Figure 4 & Tables 2, 3, S2, S4 & S5). However, the elimination, in a hybrid plant, of 
the pollen grains carrying one parental allele can also be a signature of gametophytic CMS. 
In this case, providing that the hybrid carries a sterilizing cytoplasm, pollen grains with the 
non-restorer alleles abort while those with the restorer alleles are rescued. Our results 
clearly demonstrate that the elimination of Sha alleles at L1, L3 and L5 in hybrids does not 
result from gametophytic CMS. First, the cytoline [Mr-0]Sha was totally fertile (Figure 1A & 
1C), proving that the Mr-0 cytoplasm is not sterilizing, at least in association with Sha alleles. 
Second, segregation distortion against Sha alleles at L1, L3 and L5 was observed in both 
cytoplasms. The pollen-killer nature of these loci in the Sha/Mr-0 heterozygotes was 
unambiguously validated by the segregation distortion observed in populations whose father 
was heterozygous at the considered loci, coupled with the presence of dead pollen in these 
plants. In addition, because the (Sha x Mr-0) x Sha backcross family does not show any 
segregation distortion (GOBRON et al. 2013), a female gamete-killer effect is very unlikely.  
Single-locus segregation distorters usually rely on the tight genetic linkage of several 
interacting genes, leading to their transmission as self-sufficient loci. Such loci have been 
documented in animals, especially in Drosophila (ORR et al. 2007; LARRACUENTE and 
PRESGRAVES 2012), and in Ascomycetes (TURNER and PERKINS 1979; RAJU 1994). In plants, 
after the first description of a pollen killer in a hybrid between two Solanum species 
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(CAMERON and MOAV 1957), gamete killers — most often pollen killers — have been 
reported especially in hybrids between cultivated plants and their wild relatives, where 
they often constitute obstacles to the breeding of desirable traits (MAAN 1975; SANO 
1990). In rice especially, a number of gamete killers have been described in crosses 
between cultivated rice (O. sativa) and its wild relatives (SANO 1990; HU et al. 2006; 
GARAVITO et al. 2010), or between O. sativa subspecies (OKA 1974; ZHANG et al. 2006). The 
genes underlying two of the latter have been recently identified (CHEN et al. 2008; LONG et 
al. 2008; YANG et al. 2012). Interestingly, studies in rice report gamete-killer effects 
depending on the genetic nuclear background, with additional epistatic loci involved in 
hybrid reproductive fitness (KUBO et al. 2011; KOIDE et al. 2012). Gamete killers are also 
found in wild species, as in the interspecific cross between Mimulus guttatus and M. 
nasutus (FISHMAN and SAUNDERS 2008), and, at the intraspecific level, in some populations 
of the dioecious Silene latifolia (TAYLOR and INGVARSSON 2003). Recently, several single-
locus gametic transmission distorters were reported in interpopulation crosses of the A. 
thaliana relative A. lyrata, most of which affect pollen (LEPPALA et al. 2013). However, this 
study on A. lyrata could not distinguish between several causes of segregation distortion, 
among which pollen competition, reduced fertility, or the action of segregation distorters, 
even though three of these were suspected to act as sex-independent segregation 
distorters.  
We are not aware of any reports of gamete killers in intraspecific hybrids of A. thaliana, 
despite the large number of crosses between natural accessions available to the scientific 
community. However, we suspect that Arabidopsis gamete/pollen killers have been not 
identified as such in previous studies. For example, very strong segregation distortions have 
been reported at two loci on chromosome 1 in a Lov-5 x Sha F2 family (SALOME et al. 2012). 
The nearly complete elimination of one homozygous genotype from the F2 at each locus 
(0.5% Lov-5 and 2% Sha remaining, respectively), whereas the proportion of heterozygotes 
was close to the expected value (50%), suggests the presence of gamete-killer effects at 
these two loci. Strikingly, despite the rough location of the second distorted locus on the 
lower arm of chromosome 1, it may correspond to L1, which also leads to the elimination of 
the Sha allele at this locus.  
The genetic determinism of fertility in the Sha x Mr-0 cross is highly complex: In the plant 
populations originally used to map the nuclear actors of the Sha x Mr-0 sterility (Sha x Mr-0 
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maternal backcross (GOBRON et al. 2013), and PopL1 and PopL3 (this work, Figure S1), the 
segregating genotypes were only Sha or heterozygous, and the sterility was thus exhibited 
by heterozygotes, making impossible to distinguish between PK and CMS effects. It is 
therefore not surprising, a posteriori, that L1 and L3, the two major loci detected with this 
strategy, carry PK and Rf factors. In the Sha x Mr-0 F2* population, where these two major 
loci were fixed for non-restorer Mr-0 alleles, we detected six additional QTLs for fertility. 
Further analyses of these loci are necessary to assert whether they are involved in the 
restoration of CMS, or carry segregation distorters, or both. Nevertheless, the genotype 
effects at each QTL give some clues on how they act. If the locus acts only as a segregation 
distorter, heterozygotes are expected to be more sterile than any of the homozygous 
genotypes; this situation was not clearly observed at any QTL (Figure S4). If the locus acts as 
a pure Rf locus, the phenotype of heterozygotes is expected to be intermediate to those of 
the homozygotes, as on Q1b and Q3 plots, suggesting only Rf genes at these loci (Figure S4). 
Finally, if both a segregation distorter and an Rf colocalize at the locus, the heterozygote is 
expected to be as sterile as the homozygous non-restorer genotype, as on Q5b plot, and 
presumably on Q1a, Q4 and Q5a plots (Figure S4). It is noteworthy that Q5b colocalizes with 
L5 where a PK was actually detected (Tables S4 & S5). We therefore suggest that, in addition 
to the two major loci L1 and L3, there are at least six restorer loci in the Sha genome, four of 
which colocalize with pollen killers in the hybrid.   
Sha and Rak-2 possess different restorers of fertility: Because Rak-2 carries the same 
cytoplasm as Sha, especially the mitochondrial sterility-inducing orf117Sha, we assumed that 
the Sha and Rak-2 cytoplasms belong to the same CMS-inducing system. However, the 
genetic mechanisms restoring fertility in Sha x Mr-0 are different from the ones found in 
Rak-2 x Mr-0. Whereas it is complex in the Sha x Mr-0 cross, the Rak-2 x Mr-0 CMS is clearly 
controlled by a unique Rf locus, L1Rak, included in the L1 interval: (1) paternal backcross 
plants were fully sterile when, and only when, homozygous for the Mr-0 alleles at L1Rak 
(Table S6 and Figure 8A); (2) homozygotes Mr-0 at L1Rak were not obtained in the Rak-2 x 
Mr-0 F2 family, whereas they were present in the expected proportion in the Mr-0 x Rak-2 
F2. The Mr-0 allele at L1Rak was thus not transmitted through pollen in the Rak-2 cytoplasm, 
as expected at a gametophytic Rf locus for the non-restorer allele. Therefore, the restorer 
genes carried by the nuclear genomes of Sha and Rak-2 are different. The presence of 
Figure 9: Genetic model of hybrid male sterility resulting from the combination of 
cytoplasmic male sterility (CMS) and pollen killers (PK). For clarity, we assume 
only one nuclear locus in the genome with PK and gametophytic Rf, represented by 
boxes, tightly linked. The color of the boxes, and that of the ovals for cytoplasmic 
backgrounds represents the parent of origin: yellow, Sha; blue, Mr-0. At the PK 
locus, the Sha allele is the target (T), and Mr-0 is the killer (K). For the CMS locus, 
the Sha allele restores fertility (Rf+), Mr-0 does not (Rf-). Heterozygotes produce 
only two pollen types, due to the tight genetic linkage between the two factors. 
The abortion of pollen is represented by a light background color and a dashed line. 
PK effect: the presence of the K (Mr-0) factor in the mother plant induces the 
abortion of pollen with the T (Sha) allele in either cytoplasm. The CMS kills pollen 
carrying the Rf- (Mr-0) allele only in the Sha (sterilizing) cytoplasm. Therefore, all 
pollen grains produced by the Sha x Mr-0 F1 die, but from different causes, 
resulting in the sterility of the hybrid. Conversely, the Mr-0 x Sha F1 produces 
enough viable pollen (carrying the Mr-0 allele) to ensure normal seed set.  
 
Sha x Mr-0 F1 
K Rf- 
T Rf+ 
Mr-0 x Sha F1 
T Rf+ 
K Rf- 
male gametogenesis 
K Rf- 
T Rf+ 
T Rf+ 
K Rf- 
PK effect 
CMS effect 
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different sets of Rf genes in related genotypes has been reported in other species. For 
example, in maize, three restorers, Rf1, Rf8 or Rf*, are able to restore fertility, in 
combination with Rf2 (WISE et al. 1999). In radish, Ogura CMS was first described to be 
controlled by a unique gene in some Japanese radish cultivars (OGURA 1968), but then found 
to rely on two or three major restoration loci, along with minor ones, in populations from 
American or European germplasms (NIEUWHOF 1990; BETT 2004).  
Here, the L1 locus, which encompasses L1Rak, colocalizes in Col-0 with a region carrying a 
cluster of no fewer than 15 mitochondria-targeted Rf-like pentatricopeptide repeat  genes 
((O'TOOLE et al. 2008; FUJII et al. 2011). The Rf-like PPR genes, encoding PPR motif-containing 
proteins, are defined on the basis of their homology to restorer genes identified in several 
species, and obviously provide excellent candidates for the restoration of fertility. In 
addition, the Rf-like PPR genes are known to evolve more rapidly than other PPR genes, 
mostly by duplication events, and possibly under diversifying selection (O'TOOLE et al. 2008; 
FUJII et al. 2011). If they do underlie the fertility restoration at L1 and L1Rak, their rapid 
evolving behavior may partly explain the difference in the genetics of restoration between 
the two accessions. In rice, the Rf-1 restoration locus of the BT-CMS is a large cluster of 
highly similar PPR-encoding genes containing two related functional restorers, Rf-1A and Rf-
1B (WANG et al. 2006), and different rice cultivars, subspecies and species exhibit different 
structural organizations and copy numbers of the Rf-1 complex locus (KATO et al. 2007). The 
identification of Rf genes in Rak-2 and Sha will undoubtedly shed light on their evolutionary 
relationship.  
Genetically linked PK and Rf loci concurrently contribute to Sha x Mr-0 hybrid sterility: 
Altogether, our results show that the complete male sterility of the Sha x Mr-0 F1 hybrid 
results from the following features: PKs eliminate pollen carrying Sha alleles, CMS eliminates 
pollen carrying Mr-0 alleles, and PK and CMS loci are genetically linked, so that all pollen 
grains eventually abort (Figure 9). Because pollen killers act in both cytoplasms, whereas the 
CMS is active only in the Sha cytoplasm, all pollen grains produced by the Sha x Mr-0 hybrid 
die, but the Mr-0 pollen produced by the Mr-0 x Sha hybrid remains viable. Based on these 
observations, the fertility of the Rak-2 x Mr-0 F1 plants is the result of the lack of pollen killer 
at L1 and the lack of a major restorer at L3: the absence of genetic linkage between the 
major Rf locus (L1Rak) and the PK at L3 is associated with enough residual pollen production 
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to allow normal seed set in the hybrid. Furthermore, our model also explains the absence of 
sterile recombinants at L1 in the PopL1 mapping population: recombinants in this interval 
likely separated PK and Rf factors, by either loss of the Mr-0 killer factor of the PK or its 
linkage with a restorer allele, allowing the rescue of pollen grains.  
The degree of genetic linkage between PK and Rf probably varies according to the loci 
detected in the present study. We suspect that PK and Rf at L1 are dissociated by 
recombination between NGA128 and F5I14, which are 3.8 Mb apart in Col-0, whereas L3 was 
narrowed down to a 280 kb interval, which is thus likely to carry both PK and Rf factors 
(Figure 2). Interestingly, in crosses between A. lyrata ssp lyrata and petraea, where 
transmission ratio distorters were observed at male fertility QTLs (LEPPALA and SAVOLAINEN 
2011), a major Rf locus and a segregation distorter have been mapped 2 cM apart. 
Moreover, this segregation distorter eliminates the allele from the sterilizing cytoplasm 
donor, i.e. against the CMS restorer allele (AALTO et al. 2013).  
We consider unlikely that the genetic linkage of Rf and PK factors at the three loci L1, L3 and 
L5 in a single cross is fortuitous. The corresponding genomic regions may be prone to carry 
factors affecting pollen viability, for example by concentrating genes involved in pollen 
development. These colocalizations also suggest the possibility that CMS and PK share a 
common determinant. This determinant could be an expression signal (e.g. a pollen-specific 
promoter), or a protein-coding sequence. For example, the Drosophila ovd gene has been 
identified as the cause of both male sterility and segregation distortion in crosses between 
bogota and USA subspecies of D. pseudoobscura (PHADNIS and ORR 2009). Interestingly, the 
male sterility is visible only when bogota females are crossed with USA males, revealing 
asymmetrical behavior reminiscent of the asymmetrical hybrid sterility in Sha/Mr-0 A. 
thaliana crosses.  
One of the loci described in this study colocalizes with a cluster of Rf-like PPR genes on 
chromosome 1. As a result of the conflict between cytoplasm and nuclear genomes in CMS 
(TOUZET and BUDAR 2004; HERNANDEZ MORA et al. 2010; FUJII et al. 2011), clusters of Rf-like PPR 
genes are prone to major structural rearrangements between related species or subspecies 
(GEDDY and BROWN 2007; KATO et al. 2007) or within species (HERNANDEZ MORA et al. 2010). 
These allelic structural variations likely hinder meiotic recombination in these regions, a 
feature that may favor the stabilization of segregation distorter loci (SCHWANDER et al. 2014). 
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Genomic conflicts underlie reproductive barriers between Sha and Mr-0 accessions: Both 
segregation distorters and CMS are sources of genetic conflict, and both are related to 
‘conflictual speciation’ (CRESPI and NOSIL 2013). It is easily conceivable that the genetic 
linkage of two conflictual loci alter their evolutionary trajectories. For instance, the presence 
of a nearby killer allele may protect a non-restorer allele from being swept out. In 
gametophytic CMS, heterozygotes do not transmit the non-restorer allele through pollen. 
Hence, gametophytic restorer alleles are likely easily fixed, sweeping out non-restorer ones. 
The presence of a linked PK favoring the CMS non-restorer allele may slow down the fixation 
of restorer alleles, allowing longer survival of non-restorer ones. Thus, the genetic variability 
that we observe at the locus may be a remnant of the evolutionary history of intertwined 
intragenomic conflicts.  
In that regard, a recent study of hybrid male sterility between Drosophila species proposed 
that intragenomic conflicts at segregation distorter loci drive genome divergence, leading to 
reproductive barriers (ZHANG et al. 2015). In this work, loci controlling male fertility were 
found tightly linked to sex-ratio distortion at six genomic regions, reminiscent of our results 
on A. thaliana divergent strains.  
Sha and Mr-0 originate from geographically distant allopatric populations (Tajikistan and 
Sicily, respectively) and they belong to well-differentiated genetic clusters (SIMON et al. 
2012). Therefore, they have diverged from their last common ancestor for many 
generations. Here, we provide evidence that they have accumulated genetic differences at 
three PK loci, at which intragenomic conflicts are suspected, in addition to a cryptic CMS that 
very likely drove the selection of eight identified restorer loci, at least three of which being 
genetically linked to PKs. Our results clearly show that these loci concurrently create 
reproductive barriers between these two accessions. 
The identification and evolutionary analysis of the genes responsible for the Sha x Mr-0 
hybrid sterility will provide clues on their functions as well as valuable information on the 
evolutionary dynamics of reproductive isolation in this species. This will undoubtedly 
contribute to our understanding of some of significant mechanisms involved in speciation. 
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3-1 ANALYSES CYTOLOGIQUES DE LA MORTALITE POLLINIQUE  
 
Les observations de pollen après coloration d’Alexander décrites dans l’article ci-dessus 
permettent d’observer une mortalité pollinique dans plusieurs génotypes. Cependant, ces 
colorations ne donnent aucune indication sur le stade développemental du gamétophyte 
mâle auquel ce défaut s’exprime. Il est donc nécessaire de mieux caractériser le phénotype 
d’avortement des grains de pollen, et, notamment, d’observer dans des génotypes 
appropriés si la mortalité pollinique provoquée par la CMS apparait au même stade 
physiologique que celle induite par les pollen killers. Par ailleurs, de telles données 
pourraient permettre de restreindre le nombre de gènes candidats potentiellement 
impliqués dans la CMS et/ou l'effet pollen killer. En effet, une fois le stade développemental 
identifié, nous pourrons associer des données phénotypiques à des profils d’expression de 
gènes. Comme les gènes impliqués sont normalement exprimés avant que les premiers 
symptômes ne soient visibles, je pourrai utiliser les données d’expression pour limiter le 
nombre de gènes candidats.  
 
Dans un premier temps, j’ai cherché à caractériser l’effet de la CMS en utilisant la cytolignée 
[Sha]Mr-0. Mes premières expériences ont permis de vérifier que la correspondance entre la 
taille du pistil et le stade de développement du gamétophyte mâle dans un bouton était la 
même chez Mr-0 et chez l’accession de référence Col-0. J’ai ensuite réalisé des colorations 
des acides nucléiques au DAPI sur des grains de pollen prélevés à différents stades de leur 
développement. D’après mes observations (Figure B1), les grains de pollen produits par la 
cytolignée [Sha]Mr-0 réalisent normalement leur première division mitotique. Cependant, 
aucun grain de pollen tri-nucléé n’est observé : les noyaux spermatiques ne sont pas visibles 
et le noyau végétatif tend à disparaître aux stades ultérieurs. Ainsi, la CMS provoquerait un 
arrêt de développement du grain de pollen à un stade intermédiaire de la gamétogenèse 
mâle, entre les deux mitoses polliniques. Des analyses similaires devront être réalisées sur 
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Figure B1: développement du gamétophyte mâle dans la cytolignée [Sha]Mr-0.  
Coloration au DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole) à quatre stades du 
développement du gamétophyte mâle chez Col-0, Mr-0 et dans la cytolignée 
[Sha]Mr-0 (cf Matériel et Méthodes). Les colorations obtenues pour Mr-0 
confirment que la correspondance entre la taille du pistil et les stades de 
développement du gamétophyte mâle est identique chez cette accession et dans 
Col-0 (indiquée en haut). Dans la cytolignée [Sha]Mr-0, j’observe du pollen 
binucléé mais jamais de pollen trinucléé. L’arrêt développemental du pollen de la 
cytolignée se situe entre les deux mitoses polliniques. 
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des génotypes hétérozygotes à L1 et/ou L3 et dans un cytoplasme Mr-0, afin de déterminer 
le stade développemental auquel s’expriment les pollen killers.  
 
3-2 VALIDATION DES QTLS Q1A ET Q1B  
 
L’analyse génétique de la stérilité hybride dans le croisement Sha x Mr-0 a mis en évidence 
sur le chromosome 1 un locus complexe (L1) qui à la fois participe au phénotype de stérilité 
sur cytoplasme Sha et présente un comportement pollen killer indépendant du cytoplasme. 
Par ailleurs, l’analyse QTL décrite dans l’article a permis d’identifier deux nouveaux locus 
intervenant dans la fertilité sur le chromosome 1: Q1a et Q1b, expliquant respectivement 
20% et 12% de la variabilité phénotypique et interagissant l’un avec l’autre. Pour valider 
l’implication de ces QTL dans la stérilité hybride, nous avons construit par croisement quatre 
combinaisons de génotypes dans un fonds nucléaire Sha. Tous sont hétérozygotes à Q1b et à 
L3, mais ils portent différentes combinaisons alléliques à Q1a, hétérozygote (Q1aH) ou Sha 
(Q1aS), et à L1, hétérozygote (L1H) ou Mr-0 (L1M). De plus, chaque génotype ayant été 
obtenu dans les deux fonds cytoplasmiques Sha et Mr-0, nous disposons au final d’une 
collection de huit génotypes pour confirmer le rôle joué par Q1a et Q1b dans la stérilité 
hybride (Figure B2). Ces huit génotypes ont été cultivés simultanément en serre afin 
d’observer leur phénotypes. Les génotypes sur un cytoplasme Mr-0 produisent des graines 
dès le démarrage du stade reproductif, alors que leurs réciproques, sur cytoplasme Sha, sont 
stériles en début de floraison puis deviennent partiellement fertiles. Pour les plantes 
hétérozygotes à L1 sur cytoplasme Sha ([Sha]Q1aSL1H et [Sha]Q1aHL1H), ces observations 
sont en accord avec les phénotypes observés sur les plantes [Sha]L1HL3H précédemment 
décrits dans l’article.  
De plus, nous avons cherché à valider dans la descendance de ces plantes la présence de 
locus restaurateurs de fertilité de la CMS à Q1a et/ou Q1b. Dans ce but, nous avons choisi 
d’observer des plantes fixées Mr-0 à L3 pour se placer dans un contexte mainteneur à ce 
locus, et de comparer la fertilité des homozygotes Mr-0 et des homozygotes Sha à chacun 
des marqueurs testés. Ne pas utiliser les génotypes hétérozygotes dans ces comparaisons 
permet d’évaluer seulement l’effet CMS sans être gêné par un éventuel effet pollen killer à 
ces locus. Pour obtenir ces génotypes, comme les plantes sur cytoplasme Sha produisaient 
Tableau B1 : Ségrégation des génotypes à L3 dans les familles Sha x [Mr-0]L1SL3H et  [Mr-0]L1SL3H x Sha. 
Famille Locus Chr Marqueur Position (Mb) Nombre de Sha Nombre  Hz 
Nombre de 
plantes P (c
2) 
 Sha x [Mr-0]L1SL3H L3 3 MSAT3.23137 23,1 40 132 172 2,3 E-12 *** 
 [Mr-0]L1SL3H x Sha L3 3 MSAT3.23137 23,1 78 90 168 0,4 
 *** : P < 0.001 
Tableau B2: Analyse de corrélation génotype / phénotype pour la validation des QTL1a et QTL1b. 
marqueur génotype effectif fertilité moyenne écart-type 
valeurs 
extrêmes Pvalue* significativité 
famille d'origine des 
individus comparés 
T1G11& (1,24 Mb) 
Sha 10 3,2 0,82 1,7-4 
9,3 10-3 ** [Sha]Q1a
HQ1bHL1ML3H x 
[Mr-0]Q1aHQ1bHL1ML3H Mr-0 21 2 1,2 0,07-3,7 
MSAT1.07964 (7,96 Mb) 
Sha 12 3,4 0,77 1,7-4 
2,7 10-3 ** [Sha]Q1a
HQ1bHL1ML3H x 
[Mr-0]Q1aHQ1bHL1ML3H Mr-0 16 1,4 1,2 0,03-3,2 
CIW12 (9,62Mb) 
Sha 14 3,5 0,64 1,7-4 
4,4 10-5 *** [Sha]Q1a
HQ1bHL1ML3H x 
[Mr-0]Q1aHQ1bHL1ML3H Mr-0 15 1,2 1,3 0,03-3,2 
MSAT1.12091 (12,1 Mb) 
Sha 19 3,5 0,5 2,1-4 
1 10-4 *** [Sha]Q1a
HQ1bHL1ML3H x 
[Mr-0]Q1aHQ1bHL1ML3H Mr-0 11 0,87 1,2 0,03-3,8 
IND1.17617§ (17,6 Mb) 
Sha 21 3,5 0,48 2,1-4 
1,4 10-6 *** [Sha]Q1a
HQ1bHL1ML3H x 
[Mr-0]Q1aHQ1bHL1ML3H Mr-0 10 0,77 0,74 0,63-1,9 
NGA128$ (20,6 Mb) 
Sha 8 3,9 0,12 3,6-4 
3,2 10-4 *** [Sha]Q1a
HQ1bHL1HL3H x 
[Mr-0]Q1aHQ1bHL1HL3H Mr-0 12 1,5 1,5 0-3,7 
F5I14$ (24,4 Mb) 
Sha 10 3,7 0,4 2,7-4 
4,5 10-3 ** [Sha]Q1a
HQ1bHL1HL3H x 
[Mr-0]Q1aHQ1bHL1HL3H Mr-0 10 2,1 1,5 0,23-3,8 
* test de Mann et Whitney 
& marqueur le plus proche de Q1a 
§ marqueur le plus proche de Q1b 
$ marqueurs flanquants L1 
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très peu de graines d’autofécondation, nous les avons pollinisées avec leurs équivalents 
nucléaires sur cytoplasme Mr-0. Les génotypes recherchés ont été sélectionnés dans la 
descendance des croisements [Sha]Q1aHQ1bHL1ML3H x [Mr-0]Q1aHQ1bHL1ML3H et 
[Sha]Q1aHQ1bHL1HL3H x [Mr-0]Q1aHQ1bHL1HL3H après génotypage de 276 individus aux 
marqueurs en ségrégation, puis phénotypés (Annexe1B). La corrélation génotype/phénotype 
est testée par le test de Mann et Whitney (MANN and WHITNEY 1947). 
Nous observons une corrélation significative entre le génotype et le phénotype pour tous les 
marqueurs testés (Tableau B2). A chaque marqueur, l’allèle Mr-0 augmente la stérilité. Bien 
qu'obtenus sur des effectifs limités, ces résultats confirment la présence d’un ou de 
plusieurs locus de restauration au nord de L1. Par ailleurs, le matériel génétique construit au 
cours de cette analyse servira à disséquer plus finement les régions génomiques portant Q1a 
et Q1b.   
 
 
Les nombreuses lignées et populations construites, combinées à la puissance des analyses 
génétiques réalisées au cours de cette étude, nous permettent maintenant de mieux 
comprendre la génétique de la stérilité de l'hybride Sha x Mr-0.  Ainsi, l’expression du 
phénotype à la génération F1 s’explique par la combinaison de deux effets génétiquement 
liés : d'une part une stérilité d’origine cytoplasmique aboutissant à l’avortement des grains 
de pollen portant les allèles Mr-0, et d'autre part plusieurs pollen killers indépendants du 
cytoplasme, responsables de la mort des grains de pollen portant l'allèle Sha lorsqu’ils sont 
produits par une plante hétérozygote. Deux locus majeurs sont clairement identifiés comme 
impliqués dans cette stérilité hybride, et six régions supplémentaires ont été mises en 
évidence par l'analyse QTL. Parmi ces dernières, nous avons confirmé l'effet de deux QTLs du 
chromosome 1.    
 
Après avoir éclairci les fondements génétiques du phénotype et identifié les principaux locus 
impliqués, je vais maintenant chercher à comprendre les bases moléculaires de cette 
stérilité hybride. Pour cela, je me suis focalisé sur l’un des locus identifiés pour le disséquer 
4- CONCLUSION DU CHAPITRE 
L1 
Q1B 
Q1A 
L1 
Q1B 
Q1A 
[Sha]Q1aSL1H [Sha]Q1aHL1H [Sha]Q1aSL1M [Sha]Q1aHL1M 
[Mr-0]Q1aSL1H [Mr-0]Q1aHL1H [Mr-0]Q1aSL1M [Mr-0]Q1aHL1M 
Sha 
Hz 
Mr-0 
L3 L3 L3 L3 
L3 L3 L3 L3 
Figure B2: génotypes des plantes mères utilisées pour la validation du rôle des 
QTL Q1a et Q1b dans la CMS. 
Pour débuter une analyse plus fine des QTL Q1a et Q1b, nous avons construit par 
croisement huit nouveaux génotypes. Tous sont hétérozygotes à Q1b et à L3, mais 
ils portent différentes combinaisons alléliques à Q1a, hétérozygote (Q1aH) ou Sha 
(Q1aS), et à L1, hétérozygote (L1H) ou Mr-0 (L1M). De plus, chaque construction est 
réalisée dans les deux fonds cytoplasmiques Sha et Mr-0. Des plantes choisies 
selon leur génotype aux différents locus dans la descendance en auto fécondation 
de chaque plante mère ont été phénotypées pour la fertilité. 
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le précisément possible, en cherchant à séparer les deux effets stérilisants afin d’identifier le 
ou les facteurs génétiques responsables.   
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CHAPITRE C : LE 
POLLEN KILLER DU 
CHROMOSOME 3 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure C1 : Stratégie de cartographie du PK3. 
Afin de réduire l’intervalle génétique du locus du chromosome 3 (L3) borné par les marqueurs MSAT3.23007 
et MSAT3.23289, j’ai entrepris la cartographie fine de ce locus. Pour cela, je suis parti d’une plante avec le 
génotype [Mr-0]L1SL3H, c’est-à-dire dans un fonds cytoplasmique Mr-0, fixée Sha à L1 et dans tout le 
génome, exceptée à L3 où cette plante est hétérozygote. 1- Identifier les recombinants : les individus issus 
de la descendance en autofécondation de cette plante sont semés, puis génotypés simultanément avec les 
marqueurs microsatellites MSAT3.23007 et MSAT3.23289. Tous les individus recombinés entre ces deux 
marqueurs sont menés à graines. 2- Génotyper la descendance de chaque recombinant : pour chaque 
recombinant, 368 plantes issues d’une descendance en autofécondation sont génotypées avec un marqueur 
dans la zone en ségrégation. 3- Mesurer la ségrégation : afin d’estimer si la ségrégation des génotypes est 
distordue ou pas, un test de Chi2 est réalisé. Si les effectifs génotypiques observés s’écartent des 
proportions Mendéliennes attendues, le biais de ségrégation signe la présence d’un pollen killer fonctionnel 
dans la région hétérozygote et le recombinant est noté (+). L’absence de distorsion de ségrégation indique 
que la zone d’hétérozygotie du recombinant ne contient tous les éléments du pollen killer ; le recombinant 
est noté (-). 4- Réduire l’intervalle génétique à l’aide de marqueurs internes : afin de préciser les points de 
recombinaison, j’ai génotypé les recombinants avec des marqueurs internes. Pour les recombinants avec un 
biais de ségrégation, j’ai exclu de l’intervalle de cartographie les marqueurs fixés. Les recombinants sans 
biais de ségrégation n’ont pas été utilisés pour réduire l’intervalle de cartographie. 5- Observer la viabilité 
pollinique des recombinants : les anthères de recombinants avec ou sans biais de ségrégation ont été 
colorées avec le réactif d’Alexander afin d’observer si la viabilité pollinique pouvait être associée à la 
distorsion de ségrégation. 
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Maintenant que l'architecture génétique de la stérilité hybride est bien caractérisée, nous 
allons poursuivre notre travail d’investigation des causes de ce phénotype, en nous 
focalisant sur l’une des régions mises en évidence précédemment. Parmi tous les locus 
identifiés, L3 est un locus à effet majeur impliqué dans la stérilité hybride. C'est également le 
locus le plus réduit en taille à ce stade (280 Kb). L3 constitue donc un locus de choix pour 
débuter l’identification des facteurs impliqués dans la stérilité hybride. 
 
 
Bien que l’intervalle génétique L3 soit de taille restreinte, ce locus contient encore les 
acteurs des deux effets stérilisants, pollen killer et restaurateur/mainteneur de stérilité mâle 
cytoplasmique, qui n'ont jusqu'à présent pas pu être séparés. Il est cependant possible de 
cartographier le pollen killer seul sans se préoccuper de la CMS en se plaçant dans un fonds 
cytoplasmique Mr-0. Les connaissances actuelles sur les distorteurs de ségrégation sont 
limitées ; il est donc particulièrement motivant de chercher à les approfondir, notamment 
sur une espèce modèle, où les nombreux outils et ressources disponibles facilitent la tâche. 
L'identification des constituants du pollen killer du chromosome 3 (PK3) nous donnera 
également des indications sur un possible lien fonctionnel entre les deux effets, PK et CMS, 
présents au locus L3. 
 
1-1 CARTOGRAPHIE FINE DU PK3   
 
1-1-1 STRATEGIE DE CARTOGRAPHIE   
 
La CMS ne s’exprime qu’en présence de l’orf117Sha, c’est-à-dire dans un fonds 
cytoplasmique Shahdara. De son côté, l’effet du pollen killer s’exprime uniquement dans des 
génotypes hétérozygotes à L3, quel que soit le génome cytoplasmique. La cartographie du 
1- CARTOGRAPHIE GENETIQUE DU POLLEN KILLER DU 
CHROMOSOME 3  
Tableau C1: Génotypes des recombinants  identifiés entre MSAT3.23007 et 
MSAT3.23289. 
les recombinants sont classés par génotypes 
Rec ID 
MSAT3.23007    
(23 007 336 bp) 
MSAT3.23289 
(23 289 927 bp) 
CPK11D12 S H 
CPK24B4 S H 
CPK27D6 S H 
CPK27D6B4 S H 
CPK39G10 S H 
CPK44C5 S H 
CPK47B7 S H 
CPK47E8 S H 
CPKLM3_007 M H 
CPK15G10 M H 
CPK18D1 M H 
CPK19B10 M H 
CPK28G11 M H 
CPK34B7 M H 
CPK23G9 M H 
CPK26C8 M H 
CPK33F3 M H 
CPK37E6 M H 
CPK7E2 M H 
CPK23G9D4 M H 
CPK39C11 M H 
CPK52B9 M H 
CPK8F10BH2 M S 
CPK18D1BC7 M S 
CPK8F10 H S 
CPK32D1 H S 
CPK28B2 H S 
CPK52D12 H S 
CPK10C7 H S 
CPK41E10 H S 
CPK1_020 H M 
CPK23E11 H M 
CPK31B9 H M 
CPK1_20DD10 H M 
CPK25A7 H M 
CPK5H5 H M 
CPK26E2 H M 
CPK26G8 H M 
CPK27D11 H M 
CPK33B2 H M 
CPK41B4 H M 
CPK52D7 H M 
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PK3 seul implique donc de partir d’une plante hétérozygote à L3 et dans un fonds 
cytoplasmique Mr-0. Nous avons choisi une plante fixée Sha partout ailleurs dans son 
génome, pour nous assurer que seul l’effet de ce PK intervienne et pour nous mettre dans 
des conditions favorables à l’obtention rapide de graines car Mr-0 apporte des allèles de 
dormance et de floraison tardive. 
 
Le choix d’un caractère phénotypique simple, robuste et adapté aux grandes séries de 
mesures est un paramètre déterminant pour la qualité d’une cartographie. Par définition, 
l’effet pollen killer, en tuant environ la moitié des grains de pollen produits par une plante 
hétérozygote, se caractérise par une distorsion de ségrégation dans la descendance de cette 
plante par rapport aux ratios mendéliens attendus. Ainsi, la cartographie du pollen killer 
reposera sur le génotypage de la descendance en autofécondation des recombinants à L3. 
Un test statistique de Chi2 permettra de mesurer si les effectifs génotypiques observés 
s’éloignent (ou pas) des effectifs attendus. Un écart significatif des proportions 
mendéliennes signera la présence d’un biais de ségrégation et par conséquent celle du 
pollen killer dans la région hétérozygote des recombinants. Enfin, pour certains 
recombinants les plus informatifs, la corrélation entre le biais de ségrégation en 
descendance et la mortalité pollinique sera vérifiée par des observations cytologiques du 
pollen après coloration d’Alexander. La figure C1 récapitule la stratégie adoptée pour 
cartographier le PK3.  
 
1-1-2 RESULTATS DE LA CARTOGRAPHIE 
 
1-1-2-1  IDENTIFICATION DES RECOMBINANTS 
 
Au total, nous avons semé en serre et analysé 4 717 plantes issues de graines 
d'autofécondation de la plante de départ [Mr-0]L1SL3H. Ces plantes ont été génotypées 
simultanément avec deux marqueurs microsatellites, MSAT3.23007 et MSAT3.23289, qui 
encadrent le locus L3, ce qui a permis d'identifier 42 plantes recombinées (nommées CPK 
L’absence des lettres S, H ou M indique l'absence de données génotypiques à ces marqueurs; le code couleur 
choisi à ces marqueurs est donc une extension des génotypes déterminés aux marqueurs flanquants 
Tableau C2: Génotypes des  24 recombinants testés pour la présence d'un biais de ségrégation en 
descendance. 
Les recombinants sont classés par ordre de point de recombinaison test du biais dans la descendance 
Rec ID MSAT3.23007    (23 007 336 bp) 
NGA6          
(23 031 087 bp) 
MSAT3.23137 
(23 137 508 bp) 
MSAT3.23172 
(23 172 970 bp) 
IndelSha        
(23 184 300 bp) 
MSAT3.23289 
(23 289 927 bp) 
effectif 
testé   % Sha P value significativité 
CPKLM3_007 M H H H   H 172 8,7 6,2. 10-9 *** 
CPK47B7 S H   H H H 352 9,7 1,7. 10-17 *** 
CPK15G10 M M H H   H 175 8,6 4,9. 10-7 *** 
CPK18D1 M M H H   H 177 10,2 4,0. 10-7 *** 
CPK19B10 M M H H   H 176 10,8 1,2. 10-6 *** 
CPK11D12 S S H H   H 174 6,9 1,7. 10-15 *** 
CPK24B4 S S H H   H 177 11,3 1,0. 10-7 *** 
CPK27D6 S S H H H H 344 8,7 2,8. 10-4 *** 
CPK18D1BC7 M M H S S S 356 12,6 5,1. 10-9 *** 
CPK25A7 H H H M M M 353 11 4,6. 10-6 *** 
CPK120DD10 H H H M   M 353 17,8 8,0. 10-4 *** 
CPK28B2 H H H S S S 353 17 1,6. 10-6 *** 
CPK52D12 H H H S S S 341 10,3 1,1. 10-11 *** 
CPK1_020 H     H M M 343 3,7 7,7. 10-34 *** 
CPK23E11 H H H H M M 177 9,6 1,0. 10-9 *** 
CPK08F10 H H H H S S 178 7,9 2,0. 10-8 *** 
CPK32D1 H H H H S S 339 13,3 7,1. 10-7 *** 
                      
CPK5H5 H H M M   M 345 26,7 0,8 NS 
CPK52D7 H H M M M M 349 24,9 0,9 NS 
CPK10C7 H H S S S S 347 21,0 0,1 NS 
CPK23G9 M M M H   H 178 30,9 0,1 NS 
CPK08F10BH2 M M M H S S 354 26,3 0,6 NS 
CPK7E2 M M M M M H 176 25,6 0,9 NS 
S: Sha; H: hétérozygote; M: Mr-0 
NS: non significatif 
***: P< 10-3 
65 
 
pour Cartographie Pollen Killer, Tableau C1). Les graines d’autofécondation de tous ces 
recombinants ont été récoltées.  
 
1-1-2-2 SEGREGATION DES GENOTYPES EN DESCENDANCE 
 
Les recombinants identifiés dans les premières séries de plantes semées ont été 
systématiquement testés en descendance. Ceci a permis de commencer à réduire l'intervalle 
L3 en précisant leurs points de recombinaison à l'aide de quatre marqueurs internes 
(microsatellites : NGA6, MSAT3.23137, MSAT3.23172 et insertion/délétion: IndelSha). Parmi 
les recombinants identifiés ultérieurement, j'ai testé en descendance uniquement ceux pour 
lesquels la position du point de recombinaison nous permettait d’espérer réduire L3. Au 
total, 24 recombinants ont été analysés en descendance, soit un total de 6 652 plantes 
semées puis génotypées pour rechercher un éventuel biais de ségrégation.  
Tous les recombinants présentant un biais en descendance ont le même profil de 
ségrégation : une forte contre-sélection des génotypes homozygotes Sha et une sur-
représentation des génotypes homozygotes Mr-0. Cependant, on observe la proportion 
attendue d'hétérozygotes. Ce pattern de ségrégation est caractéristique d’une mauvaise 
transmission des allèles Sha par un des gamétophytes (Annexe 1).  
 
1-1-2-3 REDUCTION DE L’INTERVALLE L3 
 
Les résultats de biais de ségrégation, combinés aux données génotypiques obtenues 
avec les marqueurs internes, ont permis de réduire l’intervalle L3 contenant le pollen killer : 
la présence d’un biais de ségrégation dans la descendance signe la présence d’un pollen 
killer fonctionnel dans la région hétérozygote du recombinant. Ainsi, nous avons exclu de 
l'intervalle les marqueurs qui sont homozygotes dans les recombinants dont la descendance 
présente un biais. Sept recombinants permettent d'exclure le marqueur NGA6 à gauche de 
l'intervalle et 5 permettent d'exclure le marqueur MSAT3.23172 à droite de l'intervalle 
(Tableau C2). Cependant, la démarche réciproque (l’exclusion des marqueurs hétérozygotes 
en absence de distorsion de ségrégation en descendance) ne peut pas être utilisée pour 
réduire l’intervalle : en effet, une absence de distorsion n’est pas nécessairement corrélée à 
Tableau C4: Construction et analyse de génotypes issus de recombinants pour 
tester la reconstitution du PK3. test du biais dans la descendance 
Parents 
NGA6          
(23 031 087 bp) 
Indel430        
(23 095 670 bp) 
SNP499          
(23 119 990 bp) 
MSAT3.23137 
(23 137 508 bp)  
Indel560         
(23 139 649 bp) 
SNP630         
(23 164 200 bp) 
IndelSha         
(23 184 300 bp) 
bais 
ségrégation  
effectif 
testé % Sha P value significativité 
femelle CPK8F10BH2               - 354 26,3 0,6 NS 
mâle Sha               - na na na na 
descendants h-CPK8F10BH2                + 178 10,1 4. 10
-8 *** 
i-CPK8F10BH2                - 173 25,4 5. 10-1 NS 
femelle CPK52D7               - 349 24,9 0,9 NS 
mâle Sha               - na na na na 
descendants h-CPK52D7                + 182 8,2 8,5. 10
-9 *** 
i-CPK52D7                - 179 22,9 0,7 NS 
code couleur: Sha: jaune; Mr-0: bleu; Hz: vert 
na: non applicable 
NS: non significatif 
***: P< 10-3 
Tableau C3:  génotypes des  8 recombinants  
les plus intéressants. test du biais dans la descendance 
Rec ID MSAT3.23007 (23 007 336 bp) 
NGA6                (23 
031 087 bp) 
CAPS430          (23 
094 085 bp) 
Indel430           
(23 095 670 bp) 
SNP499           
(23 119 990 bp) 
MSAT3.23137 (23 
137 508 bp)  
Indel560          
(23 139 649 bp) 
CAPS620              (23 
160 300 bp) 
SNP630           
(23 164 200 bp) 
MSAT3.23172    (23 
172 970 bp) 
IndelSha           (23 
184 300 bp) 
MSAT3.23289 (23 
289 927 bp) 
effectif 
testé % Sha P value significativité 
CPK18D1BC7 M M H     H   H H S S S 356 12,6 5,1. 10-9 *** 
CPK18D1 M M H     H   H   H   H 177 10,2 4,0. 10-7 *** 
CPK27D6 S S S S H H       H H H 363 17,4 8,6. 10-4 *** 
CPK25A7 H H       H   H M M M M 353 11 4,6. 10-6 *** 
CPK52D12 H H       H   H S S S S 341 10,3 1,1. 10-11 *** 
                                  
CPK23G9 M M M     M H H   H   H 178 30,9 0,1 NS 
CPK8F10BH2 M M M     M M H   H S S 354 26,3 0,6 NS 
CPK52D7 H H H H M M       M M M 349 24,9 0,9 NS 
S: Sha; H: hétérozygote; M: Mr-0 
NS: non significatif 
***: P< 10-3 
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une absence de tous les éléments du pollen killer. Le plus souvent, les distorteurs de 
ségrégation reposent sur une interaction entre plusieurs gènes génétiquement liés 
(SCHWANDER et al. 2014). Nous pouvons ainsi prédire qu’un recombinant CPK peut, au moins 
en théorie, séparer plusieurs éléments du pollen killer et ainsi le rendre inactif. L’absence de 
biais de ségrégation s’explique alors par l’absence d’une partie seulement des éléments du 
pollen killer. Comme nous souhaitons identifier tous les éléments du pollen killer, seuls les 
recombinants qui présentent un biais de ségrégation ont été utilisés pour restreindre 
l’intervalle de cartographie. Les génotypes des recombinants ne présentant pas de biais de 
ségrégation en descendance ont néanmoins été utilisés pour conclure qu'au moins un 
élément du pollen killer a été perdu dans la zone pour laquelle ils sont fixés.  
 
A partir du locus L3 initial de 280 Kb, borné par les marqueurs microsatellites  MSAT3.23007 
et MSAT3.23289, la cartographie nous a donc dans un premier temps permis de réduire la 
région d’intérêt à 140 Kb entre NGA6 et MSAT3.23172. Afin d’affiner la position des points 
de recombinaison, j’ai développé 7 nouveaux marqueurs CAPS, Indel et SNP à partir de 
données de séquence préliminaires obtenues sur les accessions Sha et Mr-0. Ces marqueurs 
me permettent de préciser la position des points de recombinaison des recombinants. Je 
présente les plus informatifs dans le tableau C3. Ainsi, le recombinant CPK27D6 permet 
d’exclure le marqueur Indel430 à gauche, et le SNP630, fixé dans les recombinants CPK25A7 
et CPK52D12, borne dorénavant l’intervalle à droite. Au final, mes résultats de cartographie 
réduisent l’intervalle à une région de 70 Kb (dorénavant appelée locus PK3), contenant tous 
les éléments nécessaires au pollen killer.  
 
1-1-3 OBSERVATION DE LA VIABILITE POLLINIQUE DES RECOMBINANTS 
 
J’ai observé les grains de pollen des recombinants CPK après coloration avec le réactif 
d’Alexander afin de mesurer la viabilité pollinique de ces plantes. J’observe une mortalité 
d’environ la moitié des grains de pollen dans les anthères des recombinants avec une 
distorsion de ségrégation en descendance alors que tous les grains de pollen sont vivants 
dans les anthères des recombinants qui ne contre-sélectionnent pas les génotypes Sha dans 
CPK5H5 CPK7E2 CPK23G9 
biais de ségrégation 
 - 
CPK52D12 CPK8F10 CPK11D12 
biais de ségrégation 
+ 
Figure C2 : viabilité pollinique de différents recombinants. 
Coloration d’Alexander réalisée sur les anthères de six recombinants issus de la 
cartographie du pollen killer (CPK). Les recombinants sans biais de ségrégation 
en descendance présentent uniquement des grains de pollen vivants (rouges), 
alors que les recombinants distordus en descendance présentent une mortalité 
pollinique importante.  
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leur descendance. Une sélection des colorations d’Alexander réalisées sur les recombinants 
CPK est présentée en Figure C2.  
 
1-1-4 CONCLUSION DE CETTE ETAPE DE CARTOGRAPHIE 
 
Chez l’accession de référence Col-0, le locus PK3 de 70 Kb contient 19 gènes codant des 
protéines, 5 transposons et un pseudogène (Figure C3). Afin de réduire encore davantage la 
zone d’intérêt, la recherche de nouveaux recombinants informatifs impliquerait de cribler un 
très grand nombre de plantes. De plus, nos premières informations sur les séquences d’ADN 
obtenues chez Sha et Mr-0 au locus PK3 suggéraient des remaniements majeurs dans cette 
région. Ces variations structurales pourraient être responsables d’une baisse du taux de 
recombinaison. Un tel effet aurait pour conséquence d’augmenter considérablement le 
nombre déjà élevé de plantes à cribler. C’est pourquoi j’ai plutôt choisi d’exploiter des 
recombinants déjà identifiés, mais qui n'avaient pas été pleinement utilisés car ne 
présentant pas de biais en descendance. Mon choix s’est porté sur les recombinants 
CPK52D7, CPK8F10BH2 et CPK23G9 car leur point de recombinaison est localisé dans 
l’intervalle de 70 Kb (Tableau C3).  
 
1-2 LES RECOMBINANTS INVERSES  
 
Afin de valoriser ces recombinants déjà identifiés, nous avons choisi de construire et 
d’analyser des « recombinants inversés ». L’idée est de tester la reconstitution d’un PK actif 
à partir de recombinants dans lesquels le pollen killer est non fonctionnel, et ainsi de 
déterminer si le point de recombinaison sépare des éléments du PK ou exclut l’ensemble de 
ses constituants. Cette stratégie repose sur des croisements entre certains recombinants et 
des plantes au génotype choisi. Le tableau C4 présente les croisements qui ont été réalisés 
dans cet objectif. Les recombinants CPK8F10BH2 et CPK52D7 ont tous les deux une partie de 
l’intervalle PK3 fixée Mr-0. Dans la descendance du croisement par Sha, la zone 
préalablement fixée devient hétérozygote, alors que la région initialement hétérozygote 
peut, soit le rester (et nous parlerons alors d’individus h-CPK), soit être fixée Sha (nous 
PK3 : 70 Kb 
1 2 5 4 3 
L3
 : 
28
0 
Kb
 
Sha 
Mr-0 
Hz 
MSAT3.23007 
MSAT3.23289 
Indel430 
23,09 Mb 
SNP630 
23,16 Mb 
+ + + 
biais  
 ségrégation 
MSAT3.23007 
(23,01 Mb) 
MSAT3.23289 
(23,29 Mb) 
Col-0 : 19 gènes codant pour des protéines, 5 
transposons, 1 pseudogène 
[Mr-0]L1SL3H  
CPK27D6 
CPK25A7 
CPK52D12 
élément  
transposable 
marqueur 
exclu 
Figure C3 : synthèse des résultats de cartographie du PK3. 
La cartographie génétique du pollen killer au locus L3 est réalisée à partir d’une 
plante de génotype [Mr-0]L1SL3H. Les recombinants identifiés entre MSAT3.23007 et 
MSAT3.23289 sont phénotypés pour la présence d’un biais de ségrégation dans leur 
descendance en autofécondation.  Des marqueurs internes, développés à partir de 
fragments de séquences au locus, permettent de préciser les points de 
recombinaison des génotypes présentant une distorsion de ségrégation en 
descendance. Le marqueur Indel430, fixé Sha dans le recombinant CPK27D6, borne 
à gauche l’intervalle du pollen killer. Les recombinants CPK25A7 et CPK52D12 
permettent d’exclure le marqueur SNP630 à droite, et ainsi de réduire à 70 Kb 
l’intervalle contenant le pollen killer. Chez l’accession de référence Col-0, cette 
région contient 19 gènes codant des protéines, 5 transposons et 1 pseudogène.  
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parlerons alors de i-CPK). Les génotypes ainsi obtenus sont identiques au recombinant initial 
pour le point de recombinaison, le fonds cytoplasmique (Mr-0) et le fonds nucléaire (Sha). 
Les descendances en autofécondation des i-CPK ont été analysées pour le biais de 
ségrégation. Les résultats sont présentés dans le tableau C4. Pour chaque croisement, nous 
avons utilisé le génotype h-CPK comme témoin positif de la reconstitution du pollen killer. 
L’absence de biais de ségrégation dans la descendance de i-CPK8F10BH2 indique que tous 
les éléments nécessaires à la reconstitution du pollen killer ne sont pas réunis dans ce 
recombinant inversé. Au moins un élément du pollen killer est donc localisé entre le point de 
recombinaison de CPK8F10BH2 et le marqueur SNP630 (borne droite de l'intervalle PK3). De 
plus puisque la descendance de CPK8F10BH2 n’était pas biaisée, au moins un élément du 
pollen killer est présent entre le marqueur indel430 (borne gauche de l'intervalle PK3) et le 
point de recombinaison. De manière similaire, l’absence de distorsion de ségrégation dans la 
descendance de i-CPK52D7 montre qu’au moins un élément du pollen killer se situe entre le 
marqueur indel430 et le point de recombinaison de CPK52D7, et qu’il y a au moins un 
élément du pollen killer entre point de recombinaison de CPK52D7 et le point le marqueur 
SNP630, puisque la descendance de CPK52D7 n’était pas biaisée. L’analyse conjointe des 
deux génotypes démontre qu’au moins deux éléments distincts sont présents dans 
l’intervalle de 70 Kb et qu’ils sont tous les deux nécessaires au pollen killer. Le locus PK3 peut 
alors être découpé en plusieurs intervalles appelés respectivement PK3A, PK3B et PK3C en 
allant de la gauche vers la droite du locus (Figure C4). Mes résultats indiquent qu’un élément 
du pollen killer est localisé dans l’intervalle 3A et qu’un second facteur se trouve dans 
l’intervalle 3C.  
 
1-3 ANALYSE DU CROISEMENT CPK23G9 X CPK52D7 
 
Afin de tester si ces deux éléments nécessaires sont également suffisants pour le pollen 
killer, nous avons réalisé le croisement entre des plantes fixées pour les allèles parentaux de 
part et d’autre du point de recombinaison dans les descendances en autofécondation de 
CPK23G9 et CPK52D7. Les plantes issues de ce croisement ont toutes le même génotype. 
Elles sont hétérozygotes à la fois pour l'intervalle PK3A et pour l'intervalle PK3C, mais sont 
fixées Mr-0 pour intervalle PK3B (Figure C4). Tout le pollen produit par ces plantes est vivant 
- 
- 
+ 
- 
+ 
+ 
 Indel 430             
 23 095 670 
       SNP630          
23 164 200   
- 
- 
SNP499                       
23 119 990 
 Indel560              
 23 139 649 
- 
PK3A PK3B PK3C 
Sha 
Mr-0 
Hz 
- 
bornes de 
l’intervalle PK3 
CPK27D6 
CPK52D12 
CPK25A7 
CPK52D7 
i-CPK52D7 
CPK8F10BH2 
i-CPK8F10BH2 
Identification  
  élément PK3A 
Identification 
  élément PK3C 
CPK23G9 #15 
(CPK23G9 # 15  
X CPK52D7 #7) 
CPK52D7 #7 Identification  
 élément PK3B 
70Kb 
biais 
Figure C4 : Identification de 3 intervalles pour la reconstitution d’un PK3 fonctionnel. 
 Découpage de la région de 70 Kb du PK3 en trois intervalles appelés respectivement 
PK3A, PK3B et PK3C, de la gauche à la droite du locus. La construction et l’analyse de 
génotypes issus des recombinants permettent de tester la reconstitution d’un PK3 
fonctionnel. L’absence d’un biais de ségrégation dans la descendance de CPK52D7 et de 
i-CPK52D7 signe la présence d’au moins un élément du pollen killer de chaque côté du 
point de recombinaison de 52D7, identifiant l’intervalle PK3A. De la même manière, le 
point de recombinaisonCPK8F10BH2 identifie l’intervalle PK3C. Enfin, le croisement 
entre les plantes CPK23G9 #15 et CPK52D7 #7 met en évidence un troisième élément, 
localisé dans l’intervalle PK3B.   
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(Figure C5), et aucun biais n'est observé dans leur descendance (Tableau C5), ce qui signifie 
que le pollen killer n'est pas reconstitué en combinant seulement les deux éléments 
présents dans les intervalles PK3A et PK3C à l’état hétérozygote. Un élément 
supplémentaire, situé entre les points de recombinaison de CPK52D7 et de CPK23G9 
(intervalle PK3B), est donc nécessaire pour rendre le pollen killer fonctionnel. 
 
Le PK3 est donc composé au minimum de trois facteurs, chacun localisé dans un intervalle 
différent. Pour chaque élément, ce sont des allèles Sha ou Mr-0 qui sont responsables de 
l’effet pollen killer. L’interprétation complète des résultats de reconstitution du pollen killer 
m’a permis de déterminer la nature des allèles impliqués dans chaque intervalle (Figure C4). 
L’absence de bais de ségrégation dans les descendances de CPK52D7 et i-CPK52D7 montre 
que le point de recombinaison de CPK52D7 sépare deux éléments du pollen killer. De plus, le 
génotype de i-CPK52D7 indique qu’un allèle Mr-0 est indispensable pour l’effet pollen killer 
dans l’intervalle PK3A. De manière similaire, l’analyse de CPK8F10BH2 et i-CPK8F10BH2 
démontre que le point de recombinaison de CPK8F10BH2 sépare deux éléments du pollen 
killer et que l’intervalle PK3C doit également porter un allèle Mr-0 pour produire un effet 
pollen killer. Enfin, l’absence de distorsion de ségrégation dans le croisement CPK23G9 #15 x 
CPK52D7 #7 indique qu’un allèle Sha est indispensable dans l’intervalle PK3B pour que le 
pollen killer soit opérationnel.  
 
Par ailleurs, dans le modèle original d’un pollen killer (CAMERON and MOAV 1957), l’allèle 
induisant la destruction des gamètes qui ne le portent pas  est considéré comme le « killer ». 
Dans les modèles de distorteurs de ségrégation, l’allèle porté par les gamètes détruits est 
désigné comme la « cible » (LYTTLE 1991). A partir de ces définitions, j’ai déterminé le statut 
« cible » ou « killer » pour chaque élément des intervalles PK3A, PK3B et PK3C. Comme le 
pollen killer est responsable d’un biais de ségrégation anti-Sha, les allèles Mr-0 sont les 
allèles « killer », et les allèles Sha sont les allèles « cibles ». Cette distinction fonctionnelle 
entre allèles me permet de conclure cette partie sur la cartographie du PK3. Le pollen killer 
du chromosome 3 est localisé dans une région génomique de 70 Kb bornée par les 
marqueurs indel430 et SNP630 et composée de trois intervalles, chacun portant au moins un 
élément du pollen killer. Le bon fonctionnement du pollen killer n’est possible qu’en 
Tableau C5 :  Ségrégation des génotypes au locus  PK3 dans la descendance 
d'une plante issue du croisement CPK23G9#15 x CPK52D7#7.  
test du biais dans la descendance 
Parents 
NGA6      
(23 031 087 bp) 
Indel430  
(23 095 670 bp) 
SNP499    
(23 119 990 bp) 
M23137   
(23 137 508 bp) 
Indel560  
(23 139 649 bp) 
SNP630    
(23 164 200 bp) 
IndelSha   
(23 184 300 bp) 
bais 
ségréga
tion  
Effectif 
 testé % Sha P value 
Signifi-
cativité 
femelle CPK23G9 #15               na na na na na 
mâle CPK52D7 #7               na na na na na 
descend
ants 
CPK23G9 #15 x 
CPK52D7 #7               - 181 19,9 0,2 NS 
code couleur: Sha: jaune; 
Mr-0: bleu; Hz: vert 
na: non applicable 
NS: non significatif 
Figure C5 : observation de la viabilité pollinique dans le croisement CPK23G9 #15 x 
CPK52D7 #7. 
Coloration d’Alexander réalisée sur les anthères de plantes issus du croisement 
CPK23G9#15 x CPK52D7#7. La viabilité des grains de pollen (rouges) de ces plantes 
montre que le pollen killer n’est pas reconstitué dans ce croisement et que la région 
centrale comprise entre les marqueurs SNP499 et indel560 et fixée Mr-0 contient un 
élément du pollen killer.  
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présence d’allèles « killer » Mr-0 dans les intervalles PK3A et PK3C et d'un allèle « cible » Sha 
dans l’intervalle PK3B. 
 
 
 
2-1  UN LOCUS FORTEMENT REMANIE 
 
2-1-1 DESCRIPTION DU LOCUS CHEZ L’ACCESSION DE REFERENCE COL-0 
 
Chez l’accession de référence Col-0, l’intervalle de 70 Kb contient 19 gènes codant des 
protéines (TableauC6). Parmi ceux-ci, seulement deux ont déjà fait l’objet d’une analyse 
fonctionnelle. Le premier est le gène At3g62440 (saf1), qui code une protéine à boite F 
impliquée dans la déhiscence de l’anthère (KIM et al. 2012). A priori, ce gène impliqué dans 
une étape tardive du développement du pollen n’aurait rien à voir avec un effet pollen killer. 
Le second, le gène At3g62610, est également appelé myb11. Il code un facteur de 
transcription appartenant à la classe des protéines MYB. Il est impliqué dans la voie de 
biosynthèse des flavonols (STRACKE et al. 2007) mais ne serait pas nécessaire au 
développement du pollen (STRACKE et al. 2010).  
Les données d’expression qui proviennent du TAIR (https://www.arabidopsis.org/), mettent 
en évidence la présence de cDNA et/ou d’EST pour tous les gènes codant des protéines de 
l’intervalle excepté pour les gènes At3g62510 et At3g62528. Par ailleurs, une expression 
pollinique a été détectée pour la moitié des gènes du locus (HONYS and TWELL 2004). 
Cependant, quelle que soit l’origine des données d’expression, ces mesures peuvent 
confondre l’expression d’un gène avec celle d’un paralogue très proche en séquence. 
Finalement, les annotations fonctionnelles au locus PK3 ne me permettent pas de cibler 
facilement, parmi tous les gènes possibles, les meilleurs candidats pouvant correspondre  
aux éléments du pollen killer.  
2- ANALYSE DE LA SEQUENCE DU LOCUS PK3 CHEZ SHA ET MR-0 
Tableau C6: Annotation fonctionnelle du locus pollen killer chez l'accession de 
référence Col-0 (source TAIR10, https://www.arabidopsis.org/). 
gène  fonction prédite EST/cDNA localisation subcellulaire prédite 
AT3G62440 Protéine à boite F (SAF1) 1 noyau 
AT3G62450 Protéine de fonction inconnue 33 mitochondrie 
AT3G62455 Element transposable (copia-like)     
AT3G62460 Endonuclease ou glycosyl hydrolase 15 chloroplaste, mitochondrie 
AT3G62470 Protéine à motifs PPR, type P 9 mitochondrie 
AT3G62475 Element transposable (gypsy-like)     
AT3G62480 Element transposable (gène)     
AT3G62490 Element transposable (gène)     
AT3G62499 Protéine de fonction inconnue 20 mitochondrie 
AT3G62500 Protéine de fonction inconnue 1 noyau 
AT3G62510 Proteine similaire à une disulfide isomerase 0 noyau 
AT3G62520 Element transposable (gène)     
AT3G62528 Protéine de fonction inconnue 0 -  
AT3G62529 Pseudogene 0 -  
AT3G62530 Protéine à domaine PBS lyase HEAT-like  202 chloroplaste, mitochondrie 
AT3G62540 Protéine à motifs PPR, type P 4 mitochondrie 
AT3G62550 
Protéine similaire à une Adenine nucleotide alpha 
hydrolase 106 noyau, vacuole 
AT3G62560 Protéine liant du GTP 84 reticulum endoplasmique 
AT3G62570 Protéine à motifs TPR 11 cytoplasme, vacuole 
AT3G62580 Protéine de la famille  LEA (late embryogenesis abundant) 82 
chloroplaste, reticulum 
endoplasmique 
AT3G62590 Protéine similaire à une alpha/beta hydrolase 28 -  
AT3G62600 Protéine similaire à une DNAJ heat shock protein 109 reticulum endoplasmique 
AT3G62610 Facteur de transcription AtMYB11  6 noyau 
AT3G62620 Protéine similaire à une sucrose-phosphatase 8 chloroplaste 
AT3G62630 protéine de fonction inconnue 98 noyau 
EST: expressed Sequence Tag 
cDNA: ADN complémentaire 
  élément transposable 
Familles marqueur L3 Position marqueur (Mb) biais Chr3 
nb plantes 
génotypées Pvalue 
effectif génotype 
contre sélectionné % 
Cvi-0 x Mr-0 F2 MSAT3.23007 23,01 anti Cvi-0 179 1,2 10-13 13 Cvi 7% 
Mr-0 x Cvi-0 F2 MSAT3.23007 23,01 anti Cvi-0 178 2,5 10-9 11 Cvi 6% 
Etna-2 x Sha F2 MSAT3.23007 23,01 anti Sha 182 8,6 10-21 4 Sha 2% 
Sha x Etna-2§ na na na na na na na 
§: stérile en F1 (Gobron et al, 2013) 
na: non applicable 
Tableau C7: Mesure des ségrégations génotypiques à L3 dans les croisements 
réciproques Cvi-0 x Mr-0 et Etna-2 x Sha. 
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2-1-2 LES DONNEES DE RE-SEQUENÇAGE DISPONIBLES CHEZ SHA ET CHEZ MR-0 
 
La séquence de référence pour mon analyse du locus PK3 est celle de Col-0. Cependant, ce 
sont les différences entre Sha et Mr-0 qui m’intéressent pour identifier les facteurs du pollen 
killer. Dans ce but, j’ai regardé si des données de polymorphisme de la séquence d'ADN 
étaient disponibles pour ces deux accessions. Les données de re-séquençage, obtenues dans 
le cadre du projet 1001 génomes (http://1001genomes.org/) fournissent des 
polymorphismes de plus de 1000 variants naturels par rapport à l’accession de référence 
Col-0. De telles  données existent pour Sha, mais pas pour Mr-0. Néanmoins, nous pourrons 
utiliser les polymorphismes de séquence disponibles pour Etna-2.  Cette accession partage 
de très nombreux SNP avec Mr-0 (SIMON et al. 2012), et produit avec Sha des F1 réciproques 
avec les mêmes phénotypes que lorsqu’on utilise Mr-0 (GOBRON et al. 2013). Le logiciel 
Integrative Genomic Viewer (IGV)(http://www.broadinstitute.org/igv) permet 
de visualiser l’alignement des reads de séquence obtenus pour une accession par rapport à 
la séquence de Col-0. J’observe, dans certaines zones du locus, une absence totale 
d’alignements de reads de Sha et/ou d’Etna-2 (Annexe 2 & 3). Des variations structurales de 
type insertion/délétion par rapport à Col-0 pourraient en être responsables. Ces « gaps » 
dans les alignements sont plus nombreux pour Etna-2  que pour Sha, suggérant que le locus 
PK3 d’Etna-2, et potentiellement  celui de Mr-0 qui lui ressemble, pourrait être plus remanié 
que celui de Sha, par rapport à Col-0. Afin de déterminer si ces « gaps » dans les aligne-
ments correspondent à des insertions/délétions ou à des remaniements plus comple-
xes, j’ai décidé d’amplifier par PCR des grands fragments du locus chez Sha et chez Mr-0, et de
 les séquencer.  
 
2-2 SEQUENÇAGE DU LOCUS CHEZ SHA ET MR-0 
 
2-2-1 LONGUES PCR CHEVAUCHANTES 
 
A partir de couples d’oligonucléotides dessinés sur la séquence de référence et d’un 
protocole adapté à l’amplification de longs fragments PCR, j’ai amplifié des grands fragments 
440R2/460F2 
(Col-0: 7538 bp) 
   L       C      S      M     Cv      Et  
540F1/560R1                 
( Col-0: 5370 bp)  
L          C         S        M       Cv       Et       O 
L: échelle de poids moléculaire (GeneRuler DNA ladder mix) 
C: Col-0; S: Sha; M: Mr-0; Cv: Cvi-0; Et: Etna-2; O: H2O. 
10 Kb 
1 Kb 
0,5 Kb 
3 Kb 
10 Kb 
1 Kb 
0,5 Kb 
3 Kb 
4 Kb 
5 Kb 
A B 
Figure C6: amplifications de grands fragments de PCR mettant en évidence des polymorphismes de taille entre accessions. 
(A)- Amplification par PCR chez Col-0, Sha, Mr-0, Cvi-0 et Etna-2 du fragment 440R2/460F2, localisé à l’extrémité gauche du 
locus. Chez Col-0, la bande de plus de 7 Kb est faiblement visible. Les quatre autres accessions amplifient des fragments de 
tailles inférieures. Le séquençage des produits d’amplification pour Sha, Cvi-0, Mr-0 et Etna-2, met en évidence pour toutes ces 
accessions une délétion de l’élément transposable At3g62455 (Annexes 5 et 6). Une insertion supplémentaire présente 
uniquement chez Mr-0 et Etna-2 explique la taille plus grande du fragment amplifié chez ces deux accessions (Annexe 6). (B)- 
Amplification chez Col-0, Sha, Mr-0, Cvi-0 et Etna-2 d’un fragment PCR 540F1/560R1. Un produit d’amplification à la taille 
attendue est observé chez Col-0, Mr-0 et Etna-2. Le séquençage des produits d’amplification met en évidence chez Sha et Cvi-0 
des fragments de taille supérieure car deux insertions sont présentes dans la séquence promotrice du gène At3g62540 
(Annexe 5). Les positions des amorces sont indiquées en Annexes 5 et 6 
520F1/460R4 
(Col-0: 6552 bp)  
  C       S      M   Cv     Et      O     L 
460R4/470F1     
(Col-0: 2873 bp) 
L         C        S         M      Cv      Et        O 
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3 Kb 
10 Kb 
1 Kb 
0,5 Kb 
3 Kb 
A B 
Figure C7: amplifications de grands fragments de PCR mettant en évidence des polymorphismes de type présence/absence 
entre accessions. 
(A)- L’amplification par PCR chez Col-0, Sha, Mr-0, Cvi-0 et Etna-2 du fragment 460R4/470F1, met en évidence la présence d’un 
produit d’amplification à la taille attendue chez Col-0 et Sha et l’absence de ce même produit chez les accessions Mr-0, Cvi-0 et 
Etna-2. L’amplification de nouveaux fragments PCR (non présenté ici) puis leur séquençage, mettra en évidence la délétion du 
gène At3g62470 chez ces trois accessions (pour Mr-0 voir Annexe 6).  (B)- Amplification par PCR chez Col-0, Sha, Mr-0, Cvi-0 et 
Etna-2 d’un fragment 520F1/460R4. Chez  Col-0, la  région  promotrice  du gène At3g62460 est inversée et similaire  au début de 
la séquence codante du gène At3g62530. De ce fait, l’oligonucléotide 460R4 peut s’hybrider dans la séquence du gène At3g62530 
et le couple 520F1/460R4 peut amplifier une région de 6,5 Kb comprise entre les gènes At3g62520 et At3g62530. La présence 
d’un produit d’amplification à la taille attendue pour Col-0, Sha et Cvi-0 suggère l’absence de variations structurales dans cette 
région (pour Sha voir Annexe 5). L’amplification de nouveaux fragments PCR (non présenté ici), puis leur séquençage, mettra en 
évidence une délétion du gène At3g62520 chez Mr-0 et Etna-2 (pour Mr-0 voir Annexe 6).  Les positions des amorces sont 
indiquées en Annexes 5 et 6. 
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d‘ADN au locus PK3 pour les accessions Sha et Mr-0. Ces grands fragments chevauchants 
couvrent tout le locus. J’ai simultanément réalisé ces amplifications sur deux autres 
accessions, Cvi-0 et Etna-2, car des résultats obtenus sur des croisements utilisant ces deux 
variants naturels mettent en évidence des distorsions de ségrégation à la génération F2. 
Comme ces données sont compatibles avec un comportement « cible » des allèles Cvi-0 et 
un statut « killer » des allèles Etna-2 (Tableau C7), j’ai incorporé ces deux accessions dans 
l’échantillon d’accessions à amplifier. Les Figures C6 et C7 présentent quatre amplifications 
représentatives d’un polymorphisme de taille (Figure C6), ou d’un polymorphisme de type 
présence/absence entre accessions (Figure C7). La migration des produits d’amplification 
pour vingt fragments couvrant l’ensemble du locus de PK3 est présentée en Annexe 4. 
Il est possible que certains polymorphismes de type présence/absence s’expliquent par la 
présence de SNP dans la séquence d’un oligonucléotide utilisé pour l’amplification. 
Néanmoins, ces résultats suggèrent de nombreuses variations structurales au locus PK3, en 
accord avec les données de 1001 genomes. Afin de  vérifier cette hypothèse, les produits 
d’amplification ont été systématiquement séquencés pour Sha et pour Mr-0, et 
ponctuellement pour Cvi-0 et Etna-2.  
Les séquences réalisées sur les produits d’amplification des grands fragments m’ont permis 
de mieux comprendre la structure du locus PK3 chez Sha et chez Mr-0. L’annexe 5  et l’an-
nexe 6  présentent les variations structurales mises en évidence respectivement entre 
Sha et Col-0 et entre Mr-0 et Col-0. Malgré cette avancée significative, la stratégie d’amplifi-
cation des grands fragments PCR laisse encore plusieurs zones d’ombre, notamment chez l’ac
cession Mr-0 où les jonctions entre plusieurs régions sont toujours mal définies. Les homolo-
gies de séquences entre différentes copies de gènes dupliqués rendent difficile l’amplification 
spécifique de chacune des copies et leur positionnement au locus. Nous avons donc cherché
une nouvelle stratégie qui nous permette d’obtenir la séquence complète du locus PK3 chez 
Mr-0. 
 
2-2-2 CONSTRUCTION D’UNE BANQUE DE FOSMIDES 
 
Nous nous sommes orientés vers la construction d’une banque génomique et le séquençage 
traditionnel de clones pour réaliser un assemblage précis des séquences. De plus, l’instabilité 
L : échelle de poids moléculaire 
+ : témoin d’amplification  PCR  
- : H20 
630F1/630R2 
(1105 bp) 
499F1/500R3 
(726 bp) 
  
L   +        -         +     
          
  
  
         
  
430F1/430R1 
(800 bp) 
-
L   +        -    +     -
4A 
4A, 4B 
4A, 4B 
4A, 4B 4A, 4B 
+ 
L L 
L L 
2F9 430F1/430R1 
(800 bp) 
Figure C8: crible de la banque de fosmides chez Mr-0. 
Amplification par PCR de trois régions du locus PK3 sur les pools de la banque de fosmides Mr-0. Les 
couples d'amorces utilisés sont localisés à proximité de la bordure gauche (430F1/430R1), dans la 
région centrale (499F1/500R3) et près de la borne droite (630F1/630R2) de l'intervalle (voir Annexe 
6). Les deux premières régions sont explorées sur les pools du n°1 au n°7, avec quatre conditions de 
PCR différentes représentées par un code couleur. Les investigations sur la région droite du locus sont 
réalisées sur les 10 pools et dans deux conditions de PCR différentes. Les lettres A, B ou C, associées 
aux numéros de pools correspondent à des aliquots différents du même pool. Le pool n°4 est positif 
pour les trois régions analysées (flèches blanches). + : témoin positif d’amplification PCR ; - : témoin 
négatif d’amplification PCR (H20) ; L : échelle de poids moléculaire (GeneRuler DNA ladder mix). 
 
Figure C9: Identification du clone 2F9 à partir du sous-pool n°2 du pool n°4 de la banque de fosmides Mr-0. 
Après étalement de tous les clones du sous-pool n°2 du pool n°4, les colonies sont testées individuellement par 
PCR avec le  couple d’oligonucléotides 430F1/430R1. Le clone 2F9 présente un produit d’amplification à la 
taille attendue. + : témoin positif d’amplification PCR ; L : échelle de poids moléculaire (GeneRuler DNA ladder 
mix).  
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de ces régions répétées nécessite l’utilisation de vecteurs de clonage particuliers, limitant les 
événements de recombinaison, comme les fosmides. Ces vecteurs permettent de cloner des 
inserts d’environ 40 kb et de les propager de façon stable grâce à leur faible nombre de 
copies. Le découpage de la région en clones de taille relativement réduite par rapport à des 
BAC permet de séparer des régions répétées et donc facilite l’obtention de séquences 
uniques. Cette approche a d’ailleurs récemment permis le séquençage d’un autre locus 
complexe chez Arabidopsis thaliana (Todesco et al., 2014). 
 
A partir de l’ADN génomique de l’accession Mr-0, j’ai entrepris la construction d’une banque 
de fosmides (cf chapitre E). Une fois cette étape réalisée, j’ai déterminé le titre de la banque 
(7 600 cfu/ml) et j’ai estimé la taille moyenne des inserts à 35 Kb (Annexe 7). 
Après étalement de toute la banque, j'ai constitué 10 pools de clones que j’ai ensuite criblés 
par PCR. Pour cela, j’ai choisi trois couples d’oligonucléotides répartis sur le locus. Le premier 
est localisé à proximité de la borne droite, le deuxième près de la borne gauche et le dernier 
dans la région centrale du locus (Annexe 7). Les amplifications sont positives sur le pool
 n°4 avec les trois marqueurs (Figure C8). Après dilution du pool n°4, puis identification du
sous-pool n°2, j’ai étalé tous les clones contenus dans cet échantillon. Parmi les 380 
premières colonies testées individuellement avec le marqueur à gauche du locus, j’ai 
identifié une colonie positive : le clone 2F9  (Figure C9).  Après, avoir amplifié ce fosmide, 
puis purifié son ADN, je l’ai envoyé à séquencer. Le séquençage des bordures du clone 2F9 
montre qu’il  couvre  la  région comprise entre le gène At3g62390  et  une région similaire au 
chromosome 4, en amont d’une copie du gène At3g62540, présent en plusieurs copies au 
locus chez Mr-0 (Figure C10). Ce fosmide me permet donc de déterminer la structure d’une 
grande partie du locus PK3 chez Mr-0. Par ailleurs, il valide l’approche « banque de 
fosmides » que nous avions choisie pour résoudre la structure de régions complexes.  
 
 
 
 
 
 
clone2F9 
X 
X 
X 
X 
X 
D1 
A 
A’ … … D2 B D3 
insertion 
délétion 
… jonctions non déterminées 
X          gene délété chez Mr-0 
élément transposable  
Figure C10: localisation du clone 2F9 au locus PK3 chez Mr-0. 
Représentation schématique de la position du clone 2F9 sur les intervalles PK3A, PK3B et PK3C. Le clone 
2F9 couvre une région comprise entre le gène At3g62390 (position 23 087 024 dans Col-0) et une région 
similaire  au  chromosome 4  (15 560 882- 15 560 001 dans Col-0),  en amont  du  gène At3g62540.  Les 
rectangles bleus identifient les éléments transposables. Les insertions chez Mr-0 sont représentées par 
un triangle jaune et les délétions par un rectangle jaune. La taille du triangle ou du rectangle est fonction 
de la taille de la séquence insérée ou délétée. La délétion d’un gène complet chez Mr-0 est indiquée par 
une croix sur le gène. 
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2-3 LES VARIATIONS STRUCTURALES ENTRE ACCESSIONS 
 
Toutes les séquences obtenues ont été alignées par rapport à la séquence de référence afin 
de détecter les polymorphismes entre les accessions séquencées et Col-0. La figure C11 
récapitule l’ensemble des variations structurales observées pour les accessions Sha et Mr-0. 
2-3-1 LES INSERTIONS 
 
Chez Sha, j’ai identifié quatre évènements d’insertions différents. Le premier correspond à 
l’insertion d’un fragment de 1 308 bp dans  l’intron du gène At3g62460. Du fait de sa 
longueur et de sa position, cette insertion pourrait modifier la transcription et/ou l’épissage 
du gène et aboutir à son inactivation. Une petite insertion de 55 bp est également présente 
à proximité, dans la région intergénique entre At3g62460 et At3g62470. Deux insertions 
dans la région promotrice du gène At3g62540 sont également présentes chez Sha. La 
première  correspond  à  un  fragment  de 447 bp  similaire  à  la  région promotrice du gène 
At3g62470. Les deux gènes At3g62470 et At3g62540 sont identiques à 99% en nucléotides. 
Ils codent des protéines PPR prédites pour être adressées à la mitochondrie. La seconde est 
une insertion de 502 nucléotides identique à  95%  à  un  lincRNA (long intergenic non-coding 
RNA) (LIU et al. 2012). Ces deux insertions, localisées dans le promoteur du gène At3g62540, 
pourraient modifier le profil d’expression de ce gène.  Chez Mr-0, deux insertions dans des 
séquences non codantes, en aval  des gènes At3g62440 et At3g62450, sont également 
identifiées. 
 
2-2-2 LES DELETIONS 
 
Plusieurs délétions, au niveau des éléments transposables, sont observées chez les 
accessions Sha et Mr-0. Le transposon At3g62455 est totalement absent de l’une comme de 
l’autre. Deux petites délétions supplémentaires sont détectées au niveau des transposons 
At3g62475 et At3g62480, chez Sha. Alors que chez Mr-0, le gène At3g62470 et tous les 
éléments transposables présents chez Col-0 sont absents. 
 
Sha 
430 440 450 460 470 499 500 510 520 528/29/30 540 550 560 570 580 590 600 610 620 630 
Col-0 
430 440 450 470 499 500 510 520 528/29/30 540A 550 560 570 580 590 600 610 620 630 460 
Mr-0 
430 450 499 500 510 528/29/30 540A 550 560 570 580 590 600 620 630 440 460 510 529/28 540A’ 540B 530 
6….......10 
Sequence codante en copie unique 
transposon 
Insertion par rapport à Col-0 
Délétion par rapport à Col-0 
duplication 
640 650 
640 650 
640 650 
PK3A 
455 475 480 490 
475 480 490 
D1 D2 D3 
Sequence codante en plusieurs copies 
PK3B PK3C 
Jonction non déterminée 
Figure C11: variations structurales au locus PK3 entre les accessions Col-0, Sha et Mr-0.  
Représentation schématique de la structure du locus obtenue après séquençage des produits 
d’amplification chez Sha et chez Mr-0 et l’identification du clone 2F9 de la banque de fosmides. Les 
intervalles PK3A, PK3B et PK3C localisés par des lignes pointillées noires sont identifiés par des doubles 
flèches. Les gènes codant des protéines sont représentés par des flèches vert pâle ou par des flèches 
jaunes pour les gènes retrouvés en plusieurs copies. Ils sont étiquetés avec les 3 derniers chiffres du 
numéro d’accession de l’annotation TAIR10 pour Col-0. Le sens de la flèche correspond au sens de 
transcription du gène. Les éléments transposables sont représentés par des rectangles bleus. Les triangles 
visualisent les insertions (en rouge) ou les délétions (en orange) par rapport à Col-0. Les doubles lignes 
violettes indiquent les bords des trois duplications, D1, D2 et D3 identifiées dans Mr-0. La ligne en 
pointillés correspond à la seule jonction encore incomplètement caractérisée entre les copies 540A et 
540A’ du gène At3g62540 chez Mr-0.  
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2-2-3 LES DUPLICATIONS DE GENES 
 
Trois évènements de duplication sont mis en évidence chez Mr-0. Afin de les différencier, ils 
sont notés D1, D2 et D3, en allant de la gauche vers la droite du locus. D1 correspond à un 
fragment d’environ 6 kb, borné par les gènes At3g62510 et At3g62529. L’élément 
transposable At3g62520 en est absent. Ce morceau d’ADN est inséré en amont du gène 
At3g62460. L’évènement de duplication D2 correspond à une copie du gène At3g62540. 
Cette  copie, appelée  540A’,  est  la plus  similaire au gène At3g62540 de Col-0. Les 
séquences en aval de cette copie ne sont pas encore suffisamment caractérisées pour 
pouvoir faire la jonction avec la copie 540A. L’évènement D3 correspond à un segment 
d’ADN de 9,5 Kb qui contient une copie d’un fragment du gène At3g62530 et une troisième 
copie du gène At3g62540 (appelée 540B). Ce fragment est inséré dans la séquence codante 
du gène At3g62610 (myb11). La structure du locus est donc particulièrement complexe chez 
Mr-0, avec la présence d’au moins deux copies pour les gènes At3g62510 et At3g62528 et de 
trois copies du gène PPR At3g62540.  
 
 
 
3-1 LES POLYMORPHISMES DANS LES GENES PPR  
 
 De tous les gènes présents au locus PK3, les gènes codant des protéines appartenant à la 
famille des PPR sont particulièrement impliqués dans les variations structurales mises en 
évidence entre les accessions.  Chez Mr-0 et Etna-2, le gène PPR At3g62470 est absent alors 
que trois copies du gène At3g62540 sont présentes au locus. Cependant, comme le 
promoteur et le début de la séquence codante sont absents de la copie 540A, cette copie 
tronquée est certainement non fonctionnelle. Chez Sha et chez Cvi-0, deux insertions dans la 
séquence promotrice du gène At3g62540 pourraient modifier son profil d’expression. Chez 
Col-0, la présence d’un fragment de 330 nucléotides annoté comme pseudogène 
3- RECHERCHE DE GENES CANDIDATS 
Gène muté Fonction gène 
N° mutant ADN-T 
(Nottingham Arabidopsis 
Stock Center) 
position 
insertion 
ADN-T 
Identification 
homozygote 
mutant 
expression 
pollen 
At3g62450 Protéine de fonction inconnue N847388 intron non oui 
At3g62460 endonuclease ou glycosyl hydrolase N592272 promoteur oui oui 
At3g62470 protéine à motifs PPR, type P N562330 fin exon oui oui 
At3g62530 protéine avec domaine PBS lyase HEAT-like N471497 3em exon oui nd 
At3g62540 protéine à motifs PPR, type P N828965 milieu exon oui nd 
At3g62610 Facteur de transcription AtMYB11  N577068 stop codon oui non 
At3g62620 Protéine de fonction inconnue N517413 1er exon oui oui 
  gènes exprimés dans le pollen (Honys et Twell, 2004) 
Tableau C8: liste des mutants ADN-T identifiés au locus  PK3.  
Famille Locus Marqueur Position (Mb) 
Nombre de Sha 
ou de Mr-0 Nombre de  Hz Nombre de Col-0 Nombre de plantes P (χ2) 
Sha x Col-0 F2 L3 NGA6 20,6 40 93 47 180 0,7 
Col-0 x Sha F2 L3 MSAT3.23007 23,1 55 89 38 182 0,2 
Mr-0 x Col-0 F2 L3 NGA6 20,6 32 80 54 160 0,4 
Col-0 x Mr-0 F2 L3 NGA6 20,6 46 77 35 158 0,4 
Tableau C9: Ségrégation des génotypes à L3 dans les croisements 
réciproques Col-0 x Sha et Col-0 x Mr-0.  
76 
 
(At3g62529), identique à At3g62470 (96%) et à At3g62540 (95%), suggère que d’autres 
remaniements à l’intérieur du locus PK3 pourraient avoir impliqué des gènes PPR.  
 
 
3-2 ANALYSE DES MUTANTS D’INSERTION 
 
Afin de tester la fonctionnalité des gènes présents dans l’intervalle PK3, j'ai initié l’analyse de 
mutants d’insertion ADN-T pour sept d'entre eux. Mon choix s’est porté en priorité sur des 
séquences codantes exprimées dans le pollen (HONYS and TWELL 2004), et sur des gènes  
présentant une variation du nombre de copies entre les accessions Sha et Mr-0 (Tableau C8). 
Les différentes lignées ont été semées en serre et les plantes ont été génotypées.  J’ai vérifié 
la position de l’insertion d'ADN-T et j’ai sélectionné des plantes homozygotes pour la 
mutation. Cependant, tous les mutants étudiés ont un fonds génétique Col-0. Or, ce sont des 
allèles Sha et Mr-0 qui interagissent pour induire l’effet pollen killer. En parallèle, et afin de 
pouvoir interpréter convenablement les résultats obtenus sur ces mutants, j’ai déterminé le 
statut des allèles Col-0 pour le pollen killer.  Dans ce but, nous avons construit et analysé des 
familles F2 issues des croisements réciproques entre d’une part Sha et Col-0, et d’autre part 
Mr-0 et Col-0. La ségrégation des génotypes à L3 pour ces quatre familles est présentée dans 
le tableau C9. Aucune des populations F2 issues de ces croisements ne présente de biais de 
ségrégation à L3. Ce résultat indique que les allèles Col-0 à L3 ne sont ni « cibles » comme les 
allèles Sha ou Cvi-0, ni « killer » comme les allèles Mr-0 ou Etna-2. L’utilisation d’un mutant 
chez Col-0 ne me permet donc pas de tester simplement l’implication d’un gène dans l’effet 
pollen killer.  
 
3-3 APPROCHE DE GENETIQUE D’ASSOCIAT ION 
 
Ayant constaté que l'analyse des mutants disponibles dans Col-0 ne permettait pas de 
valider des gènes candidats de façon simple, j'ai tenté d'effectuer cette validation par une 
approche de génétique d'association. Les résultats de cartographie indiquent que l'intervalle 
central du locus PK3 (PK3B) contient chez Sha un élément cible du pollen killer. Le biais de 
Sha 
Col-0 
séquence codante  
transposon 
Insertion par rapport à Col-0 
Délétion par rapport à Col-0 
copies homologues 
499 500 510 520 528/29/     530 540 550 560 
499 50
0 
510 520 528/29/     530 540 550 560 
499 500 510 520 528/29/       530 540 550 560 
Cvi-0 
Mr-0 
D2 
499 500 510 528/29/   530 540A’ 550 560 540A 
pseudogène 
cible 
non-cible 
jonction non déterminée 
Figure C12 : polymorphismes majeurs de l’intervalle PK3B contenant la cible du pollen killer. 
Représentation schématique des polymorphismes majeurs de l’intervalle PK3B. Les gènes 
codant des protéines sont représentés par des flèches. Le sens de la flèche correspond au sens 
de transcription du gène. Les éléments transposables sont représentés par des rectangles bleus. 
Le triangle orange représente une délétion par rapport à Col-0. Une copie du gène At3g62540 
est présente chez Sha, chez Cvi-0 et chez Col-0. Chez Mr-0, deux copies du gène At3g62540 sont 
présentes dans l’intervalle PK3B. La copie 540A est un pseudogène (en noir); la copie 540A’ est 
la  copie  la  plus  identique  au  gène At3g62540 de Col-0. La ligne en pointillés chez Mr-0 
correspond à une jonction incomplètement caractérisée entre les copies 540A et 540A’. Chez 
Sha et Cvi-0, qui possèdent des allèles cibles du pollen killer, deux insertions sont présentes dans 
la séquence promotrice du gène At3g62540 (ovales rouges), absentes chez Col-0 et Mr-0, deux 
accessions non-cibles du pollen killer.  
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ségrégation contre l'allèle Cvi-0 observé au locus L3 dans la descendance des croisements 
entre Cvi-0 et Mr-0 (Tableau C7) montre que Cvi-0 porte également un allèle cible. Par 
ailleurs, nous savons que, puisque Mr-0 porte un élément killer, l'élément cible n'existe pas 
chez cette accession. L'absence de biais de ségrégation au locus L3 dans la descendance des 
croisements entre Col-0 et Mr-0 (Tableau C9) indique que l'allèle porté par Col-0 n'est pas 
non plus cible. Ceci m'a conduit à rechercher dans l’intervalle PK3B des polymorphismes de 
séquence partagés par les accessions Sha et Cvi-0 et différents dans Mr-0 et Col-0. J’ai donc 
aligné par rapport à Col-0 les séquences que j'avais obtenues dans l’intervalle PK3B pour 
Sha, Cvi-0 et Mr-0. J'ai observé un polymorphisme majeur entre Sha et Cvi-0 d'une part et 
Mr-0 et Col-0 d'autre part, constitué par les deux insertions dans la région promotrice du 
gène At3g62540 chez Sha et Cvi-0 (Figure C12).  
 
J’ai fait l'hypothèse que la forme de type Sha/Cvi-0 du gène At3g62540, dont le promoteur 
contient deux insertions par rapport à la forme de type Col-0/Mr-0, serait potentiellement 
l'élément cible du pollen killer. Pour valider ou infirmer cette hypothèse par génétique 
d’association, nous avons dans un premier temps génotypé 132 accessions pour la présence 
ou l’absence des insertions caractéristiques de la copie Sha dans le promoteur du gène 
At3g62540. A ce niveau (présence/absence des insertions), nous n'obtenons pas de 
nouvelles variations supplémentaires, toutes les accessions sont soit de type Sha soit de type 
Col-0. Parmi les accessions testées, que nous avons choisies réparties dans tous les groupes 
de diversité présentés en annexe 8  (SIMON et al. 2012), 95 sont de type Col-0 et 37 de type
 Sha. Alors que le premier type se retrouve dans tous les groupes de diversité, la forme de
 type Sha n'est présente que dans les groupes de diversité 1 et 2, auxquels appartiennent 
respectivement Sha et Cvi-0 (tableau C10). Parmi ces accessions, 48 ont été croisées avec 
Mr-0 dans les deux sens afin de déterminer les ségrégations génotypiques au locus L3 en 
descendance : seize accessions de type Col-0 et 32 accessions de type Sha. A ce jour, les 
ségrégations ont été mesurées au locus L3 dans la descendance des croisements de 13 
accessions, 7 avec une forme de type Col-0 et 6 avec une forme de type Sha. Les résultats 
sont présentés dans le tableau C11. Dans la descendance des croisements réciproques avec 
les 7 accessions dont le gène At3g62540 est de type Col-0, aucun biais de ségrégation à L3 
n'est observé (P<10-2). Au contraire, dans la descendance des croisements avec les 6 
accessions dont le gène At3g62540 est de type Sha, on observe un biais de ségrégation très 
cluster d'appartenance     (d'après 
Simon et al, 2012) 
nombre  
accessions testées 
type Sha      
"cible" 
type Col-0        
"non-cible" 
1A 30 16 14 
1B 17 16 1 
2A 10 3 7 
2B 25 2 23 
3 29 0 29 
4 21 0 21 
Total 132 37 95 
Tableau C10: répartition des polymorphismes "cible" et "non-
cible" dans les clusters de diversité. 
Croisement Insertions At3g62540 Marqueur  L3 
Position 
marqueur 
(Mb) 
biais L3 Effectif analysé Pvalue 
génotype 
observé pour 
accession testée 
  % croisement réciproque biais L3 
Effectif 
analysé Pvalue 
génotype 
cible 
observé 
génotype 
cible  % 
Koch-1 x Mr-0 type Col-0 nga6 23,03 non 180 0,23 36 Koch 20% Mr-0 x Koch-1 non 178 0,09 42 Koch 24% 
N16 x Mr-0 type Col-0 nga6 23,03 non 184 0,51 52 N16 28% Mr-0 x N16 non 182 0,61 40 N16 22% 
Etna-2 x Mr-0 type Col-0 nga6 23,03 non 169 0,79 46 Etna 27% Mr-0 x Etna-2 nd nd nd nd nd 
Blh-1 x Mr-0 type Col-0 nga6 23,03 non 182 0,3 37 Blh 20% Mr-0 x Blh-1 non 174 0,99 44 Blh 25% 
Col-0 x Mr-0 type Col-0 nga6 23,03 non 159 0,37 35 Col 22% Mr-0 x Col-0 non 169 0,04 55 Col 32% 
Oy-0 x Mr-0 type Col-0 nga6 23,03 non 168 0,03 29 Oy 17% Mr-0 x Oy-0 non 181 0,24 37 Oy 20% 
Jea x Mr-0 type Col-0 msat3.23007 23,01 non 180 0,55 45 Jea 25% Mr-0 x Jea non 172 0,98 44 Jea 26% 
Kas-2 x Mr-0 type Sha nga6  23,03 anti Kas-2 182 1,8 10-6 17 Kas 9% Mr-0 x Kas-2 nd nd nd nd nd 
N13 x Mr-0 type Sha msat3.23007 23,01 anti N13 181 4,9 10-3 30 N13 17% Mr-0 x N13 nd nd nd nd nd 
Rak-2 x Mr-0 type Sha msat3.23289 23,29 anti Rak-2 92 2,3 10-10 2 Rak-2 2% Mr-0 x Rak-2 anti Rak 92 2,7 10-10 1 Rak-2 1% 
Sorbo x Mr-0 type Sha msat3.23007 23,01 anti Sorbo 168 8,7 10-19 4 Sorbo 2% Mr-0 x Sorbo anti Sorbo 98 2,5 10-10 4 Sorbo 4% 
Sha x Mr-0§ type Sha msat3.23007 23,01 anti-Sha 178 3, 3 10-19 0 sha 0% Mr-0 x Sha anti Sha 168 1,2 10-11 6 Sha 4% 
Cvi-0 x Mr-0 type Sha msat3.23007 23,01 anti Cvi-0 179 1,2 10-13 13 Cvi 7% Mr-0 x Cvi-0 anti Cvi 178 2,5 10-9 11 Cvi 6% 
§ : données obtenues dans la descendance d'une plante  [Sha]L1SL3H (Table S3, chapitre B). 
Tableau C11: validation par génétique d'association de la forme de type Sha du 
promoteur At3g62540 comme cible du pollen killer.  
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significatif  à L3 contre l'allèle de l'accession croisée avec Mr-0. Bien que ces résultats soient 
encore préliminaires, ils sont cohérents avec l’hypothèse d’une forme de type Sha du gène 
At3g62540 constituant l’élément cible du pollen killer. 
 
 
Au cours de ce chapitre, j’ai présenté l’ensemble des résultats obtenus sur le pollen killer du 
locus L3. J’ai déterminé un intervalle de 70  kb qui contient tous les facteurs génétiques 
nécessaires à l’effet du PK3. J’ai décomposé cet intervalle en trois régions, chacune porteuse 
d’un élément indispensable au phénotype : un killer en deux parties et une cible. En 
l’absence de gènes candidats évidents sur la séquence de Col-0, qui est par ailleurs 
« neutre » pour le pollen killer (ni cible, ni killer), j’ai réalisé le séquençage du locus pour 
plusieurs accessions, en ayant recours à des stratégies complémentaires pour contourner les 
difficultés dues à la structure du locus. Ces analyses mettent en évidence un locus complexe, 
très polymorphe, avec de nombreuses variations structurales. En combinant mes données 
de cartographie et de séquence, j’ai testé l’association entre le polymorphisme d’insertion 
dans la séquence promotrice du gène At3g62540 et l'élément cible du pollen killer. Mes 
premiers résultats sont cohérents avec ce modèle.  
 
 
 
 
 
4-CONCLUSION DU CHAPITRE 
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CHAPITRE D : 
DISCUSSION 
GENERALE 
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L’analyse génétique de la stérilité de l’hybride F1 Sha x Mr-0 repose en partie sur 
l’observation, à différents niveaux, de populations en ségrégation issues de ce génotype 
incapable de produire une descendance par autofécondation. J’ai observé la stérilité des 
plantes en serre et je leur ai donné une note de fertilité globale. Dans nos conditions de 
culture standard, le phénotypage des F1 Sha x Mr-0 est simple puisque les plantes sont 
complètement stériles tout au long de leur cycle reproductif. Sur des populations en 
ségrégation, le phénotype des plantes est moins tranché puisqu’il varie en fonction du 
génotype. Le phénotype se répartit alors sur une gamme pouvant aller de complètement 
fertile à totalement stérile en passant par tous les intermédiaires. Ces résultats m’ont 
rapidement conduit à considérer le phénotype de stérilité comme un caractère quantitatif 
reposant sur un déterminisme multigénique. J’ai alors établi une échelle de notation en 
utilisant comme critère de mesure une estimation visuelle du nombre relatif de fruits 
avortés par rapport aux fruits allongés produits par une plante. De plus, les plantes 
[Sha]L1HL3H ont un phénotype qui varie en fonction de leur stade de développement.  Elles 
sont stériles durant les 2 à 3 premières semaines de floraison, puis commencent à produire 
des graines. Ces variations du phénotype, qui ne sont pas encore bien comprises, indiquent 
que le caractère de fertilité globale des plantes a un déterminisme encore plus complexe 
que ce que nous en savons et justifie l’attention que nous avons portée à la qualité du 
phénotypage des plantes, en particulier au cours du développement. J’ai ainsi réalisé des 
mesures régulières de ce caractère tout au long de la vie des plantes, en parallèle sur les 
populations en ségrégation et sur des plantes témoins cultivées dans les mêmes conditions 
environnementales. Ce phénotypage m’a permis d’acquérir des jeux de données robustes. 
En suivant ce mode opératoire rigoureux, nous avons réussi à cartographier les locus 
impliqués dans la stérilité de l'hybride Sha x Mr-0.  
 
Par ailleurs, j’ai observé la viabilité des grains de pollen dans les anthères de plantes 
hybrides F1 réciproques après coloration d'Alexander. La F1 Sha x Mr-0 présente 100% de 
1- LA STERILITE HYBRIDE Sha X Mr-0 : UN PHENOMENE 
COMPLEXE 
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pollen mort, en accord avec son phénotype mâle-stérile. Cependant, la F1 réciproque Mr-0 x 
Sha, qui est complètement fertile pour la production de graines en serre, présente une 
mortalité pollinique d’au moins 50%. Ce phénotype observable seulement en cytologie met 
en évidence une mortalité pollinique en l’absence du cytoplasme inducteur de stérilité. Le 
large excès de grains de pollen produits par les anthères d’Arabidopsis thaliana explique 
qu’une forte mortalité pollinique n’affecte pas la quantité globale de graines produites par 
une plante. Deux plantes qui ont une note de fertilité globale maximum peuvent donc avoir 
des taux de pollen mort très différents. L'estimation de la viabilité pollinique apporte donc 
des informations complémentaires aux observations macroscopiques réalisées en serre. En 
revanche, ce phénotypage cytologique ne procure qu’une observation limitée dans le temps 
et dans l’espace : alors que l’estimation du nombre relatif de siliques avortées par plante 
intègre un développement floral sur plusieurs semaines et pour tous les fruits produits par 
une plante, l’observation de la viabilité pollinique correspond au prélèvement à un temps 
donné de deux boutons floraux par plante. L’âge du bouton prélevé peut expliquer la 
présence des quelques grains de pollen encore vivants dans certaines anthères de l’hybride 
F1 Sha x Mr-0. Par ailleurs, puisque l’hybride Sha x Mr-0 ne présente quasiment pas de 
pollen viable à maturité, les causes de la stérilité mâle s’expriment nécessairement au cours 
d’étapes développementales antérieures. Des analyses cytologiques complémentaires, 
comme la coloration au DAPI des acides nucléiques du pollen, devront être réalisées chez les 
deux F1 réciproques afin de déterminer les étapes du développement du gamétophyte mâle 
au cours desquelles s’exprime la stérilité hybride. Ces observations me permettront de 
déterminer si ces stades sont les mêmes pour les PK et la CMS.  
 
Les analyses génétiques décrites au chapitre B montrent que le phénotype de stérilité chez 
l’hybride F1 Sha x Mr-0 résulte de la combinaison de deux phénomènes différents (une 
stérilité mâle cytoplasmique gamétophytique et un effet pollen killer), dont les facteurs sont 
génétiquement liés. La CMS induite par le cytoplasme Sha est responsable de la mort des 
grains de pollen portant les allèles Mr-0 au locus de restauration. Le pollen killer tue, 
indépendamment du cytoplasme, les grains de pollen avec les allèles Sha au même locus. 
Ainsi, une plante F1 Sha x Mr-0 combine les deux effets. Tous les grains de pollen meurent et 
les plantes sont mâle-stériles. La cartographie des locus responsables de la stérilité hybride a 
nécessité d'obtenir des familles en ségrégation à partir de génotypes stériles qui, par 
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définition, n’ont pas de descendants en autofécondation. Nous avons donc été amenés à 
faire des croisements entre des génotypes intermédiaires que nous avons construits au 
préalable. Ces étapes supplémentaires ont pris d'autant plus de temps que les génotypes 
utilisés, Sha et Mr-0, présentent des caractéristiques développementales contrastées : Sha a 
une floraison précoce alors que Mr-0 est très tardif. De plus, Mr-0 est une accession 
dormante : les graines issues de génotypes avec les allèles Mr-0 aux locus majeurs de 
dormance ne peuvent germer que trois mois après avoir été récoltées. Néanmoins, j’ai 
construit et caractérisé tout le matériel nécessaire à l’identification des régions génomiques 
impliquées dans la stérilité. Ces ressources m’ont permis d'avancer sur mon projet et 
pourront encore servir dans l’avenir à poursuivre l’élucidation des bases génétiques de la 
stérilité hybride. Les 8 locus identifiés permettent de confirmer le caractère multigénique du 
phénotype de stérilité hybride et de valider a posteriori l’approche QTL mise en œuvre. 
Puisque le phénotype de stérilité hybride résulte de la combinaison des effets de la CMS et 
des pollen killers, le rôle des locus détectés dans l’analyse génétique de ce phénotype est 
complexe à interpréter. Afin d’identifier les facteurs génétiques responsables de chacun des 
phénomènes en cause dans la stérilité hybride, j’ai besoin d’isoler les locus et de séparer les 
effets.   
 
 
Au locus L1, l’hétérozygote Sha x Mr-0 porte à la fois les facteurs génétiques de la CMS et du 
pollen killer. En revanche, à partir du croisement Rak-2 x Mr-0, j’ai mis en évidence un locus 
L1Rak, inclus dans le locus L1, qui se comporte génétiquement comme un locus de 
restauration sans effet pollen killer. Cette région de Rak-2, où le locus portant le facteur de 
la CMS est dépourvu de facteurs PK, va me permettre d’identifier facilement le gène de 
restauration de Rak-2. Une fois identifié, je pourrai déterminer si Sha et Rak-2 portent tous 
deux un allèle de restauration à ce locus L1Rak. Néanmoins, cela suppose que les 
croisements Rak-2 x Mr-0  et Sha x Mr-0 portent la même stérilité mâle cytoplasmique. Au 
niveau des génomes cytoplasmiques de Sha et de Rak-2, nous avons testé plusieurs 
2- LES CROISEMENTS Rak-2 X Mr-0 ET Sha X Mr-0 REVELENT-
ILS DE LA MEME STERILITE MALE CYTOPLASMIQUE ? 
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marqueurs chloroplastiques et mitochondriaux. Ces marqueurs ont préalablement été 
utilisés dans une étude caractérisant le génome des organites de 95 accessions naturelles 
d’Arabidopsis thaliana (MOISON et al. 2010). Les génomes cytoplasmiques de Sha et de Rak-2 
sont identiques pour tous les marqueurs testés. De plus, une région de 2,6 Kb incluant 
l'orf117Sha, le facteur mitochondrial inducteur de la stérilité (GOBRON et al. 2013), a été 
séquencée dans Rak-2 et sa séquence est 100% identique à celle de Sha sur toute sa 
longueur. Les cytoplasmes de Sha et Rak-2 sont donc très proches, sinon identiques. Dans les 
deux croisements, les allèles non restaurateurs de fertilité sont toujours les allèles Mr-0. De 
plus, les deux stérilités mâles sont de nature gamétophytique, c’est-à-dire que la mortalité 
pollinique s’exprime dans les tissus haploïdes du gamétophyte mâle (LAUGHNAN and GABAY 
1973). En effet, à la génération F2 aucune plante sur cytoplasme Rak-2 n’est homozygote 
Mr-0 à L1Rak, alors que ce génotype est retrouvé dans les proportions attendues dans la 
descendance F2 sur cytoplasme Mr-0. Ce résultat indique qu’une plante hétérozygote sur 
cytoplasme Rak-2 ne peut pas transmettre l’allèle Mr-0 à L1Rak par son pollen, ce qui 
permet de conclure à la nature gamétophytique de la CMS dans le croisement Rak-2 x Mr-0. 
Si la CMS Sha x Mr-0 était de nature sporophytique, elle s’exprimerait dans les tissus 
diploïdes et le phénotype de l’hybride dépendrait de la relation de dominance entre allèles 
restaurateurs et mainteneurs. En présence d’allèles de restauration dominants, les grains de 
pollen Mr-0 produits par une plante hétérozygote seraient sauvés. Il n’y aurait alors aucune 
différence pour le phénotype de fertilité en serre entre les F1 Sha x Mr-0 et Mr-0 x Sha. En 
présence d’allèles mainteneurs dominants, les effets pollen killer ne seraient pas nécessaires 
à l’expression de la stérilité hybride. Or, plusieurs des génotypes que j’ai analysés indiquent 
que les plantes hétérozygotes sont plus stériles que les plantes homozygotes Mr-0, en 
particulier les plantes [Sha]L1HL3H vs [Sha]L1ML3M. De plus, les « effect plots » de Q1b et Q3 
(figure S4, annexe p113), où l'hétérozygote a un phénotype intermédiaire entre les 
homozygotes Sha et Mr-0, sont parfaitement cohérents avec un restaurateur 
gamétophytique (sans PK) à ces locus. La stérilité de la F1 Sha x Mr-0 ne s’explique que par 
une CMS de nature gamétophytique combinée à un effet pollen killer. J’en ai conclu que la 
même stérilité mâle cytoplasmique est en œuvre chez Sha x Mr-0 et chez Rak-2 x Mr-0.  
Les résultats sur la structure génétique de la restauration de fertilité que j’ai obtenus 
indiquent que la fertilité du croisement Rak-2 x Mr-0 est contrôlée par un seul locus de 
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restauration, L1Rak. La présence d’un allèle de restauration à L1Rak suffit à restaurer la 
viabilité des grains de pollen portant le cytoplasme Rak-2. Inversement, aucun grain de 
pollen n’est sauvé en absence de l’allèle Rak-2. Ce système de restauration monogénique est 
différent de celui existant chez Sha, qui se caractérise par la présence de plusieurs 
restaurateurs à effet plus faible (à L1, L3, L5, et très probablement à Q1a, Q1b, Q3, Q4 et 
Q5a). Cette différence dans les systèmes de restauration de Sha et de Rak-2 peut résulter 
d’histoires évolutives différentes de la restauration dans les lignages de ces deux accessions. 
Une première possibilité serait que Sha et Rak-2 aient eu des systèmes de restauration 
similaires ou communs jusqu’à l’émergence chez Rak-2 d’un restaurateur à effet majeur, 
éventuellement par l’évolution favorable d’un restaurateur à effet mineur commun aux deux 
accessions. En l’absence d’un restaurateur à effet majeur, des gènes à effet faibles auraient 
continué (ou continueraient) de s’accumuler chez Sha, élaborant une restauration 
quantitative de la fertilité. Une autre possibilité serait que les systèmes de restauration de 
Sha et Rak-2 soient issus de deux trajectoires évolutives complètement indépendantes (sans 
flux de gènes). L’analyse des séquences de séries alléliques aux locus de restauration que 
nous pourrons identifier donnera des pistes pour reconstituer l’histoire évolutive des 
systèmes de restauration dans les lignages de ces deux accessions. L’identification prochaine 
du gène de restauration à L1Rak sera la première étape de cette reconstitution. Nous 
pourrons en particulier vérifier si nous sommes en mesure de trouver des signatures de 
sélection diversifiante comme cela a été décrit pour d’autres gènes restaurateurs de fertilité 
et leurs apparentés (GEDDY and BROWN 2007; FUJII et al. 2011). Il sera particulièrement 
intéressant d’inclure dans l’échantillonnage des accessions qui, comme Rak-2, portent 
l’orf117Sha mais ne présentent pas de stérilité en F1 après croisement avec Mr-0 (Chapitre 
B, Figure 7, p 46 verso) et qui sont donc susceptibles de porter aussi un restaurateur de 
fertilité majeur. Ainsi, l’utilisation des ressources biologiques disponibles chez Arabidopsis 
permet de mettre en évidence chez Sha x Mr-0 et Rak-2 x Mr-0 des systèmes de stérilité 
mâle cytoplasmique identiques mais avec des systèmes de restauration différents et 
d'envisager d'en identifier les déterminants génétiques.     
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L’effet pollen killer est plus facile à isoler que l’effet CMS, car dès qu’on se place dans un 
fonds cytoplasmique non stérilisant l’effet CMS est supprimé, et l’effet pollen killer est le 
seul facteur de mortalité pollinique. Plus de la moitié des grains de pollen meurent, mais les 
plantes allongent leurs siliques et font autant de graines que les parents. C’est cette 
dissociation entre les pollen killers et la CMS qui a rendu possible la cartographie de l’effet 
pollen killer. 
 
Le pollen killer se caractérise par un manque en génotypes homozygotes Sha dans les 
descendances issues d’un parent mâle hétérozygote. Par ailleurs, comme j’observe une 
bonne corrélation entre la létalité pollinique dans les anthères de ce parent mâle et le biais 
de ségrégation, j’en ai déduit que les grains de pollen morts étaient ceux portant les allèles 
Sha au locus du PK. Sans remettre en cause l’effet pollen killer, d’autres phénomènes 
peuvent aussi influencer la survie pollinique. La contre-sélection des allèles Sha pourrait se 
faire à un autre moment qu’au cours du développement du gamétophyte mâle. Par 
exemple, un mécanisme agissant au niveau de la ségrégation méiotique pourrait favoriser un 
allèle au détriment de l’autre et induire un biais de transmission à la descendance. De tels 
mécanismes ont déjà été décrits chez la drosophile (LYTTLE 1993), la souris (SILVER 1993) et 
chez les plantes (WILBY and PARKER 1988). Par ailleurs, des évènements postérieurs au 
développement des gamètes peuvent également contribuer aux biais de ségrégation 
observés en descendance. L’exemple chez le riz d’un élément transposable qui serait 
impliqué dans la compétition pollinique est à ce titre particulièrement intéressant (HORIBATA 
et al. 2015). Ces phénomènes restent cependant peu probables et la corrélation entre 
mortalité pollinique et distorsion de ségrégation, sans être une preuve définitive, est à mon 
avis très convaincante. Pour exclure un biais de ségrégation dû à un évènement postérieur 
au développement des gamètes, le génotypage à PK3 des grains de pollen vivants à maturité 
dans une plante hétérozygote me permettra de déterminer si l’allèle Sha est absent (ou 
fortement sous-représenté) dans ce mélange, établissant ainsi que ce sont bien les grains de 
pollen Sha qui sont tués et pas un mélange des deux génotypes.  
3- LES POLLEN KILLERS  
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L’une des particularités des pollen killers est leur mode d’action autonome. A partir du 
moment où tous les éléments nécessaires à ces éléments égoïstes sont présents au locus, ils 
agissent. C’est exactement ce comportement que j’observe pour les pollen killers de L1 et L3 
sur lesquels j’ai recueilli le plus d’informations. Ils agissent dans différents fonds nucléaires 
et dans les deux fonds cytoplasmiques (Tables 2 & 3, p ). Par ailleurs, les effets pollen killer 
que j’ai observés ont tous une pénétrance incomplète. Le fait que des génotypes 
homozygotes Sha soient toujours retrouvés dans la descendance indique que certains grains 
de pollen Sha au locus pollen killer survivent (chapitre B, Tables 2 & 3, p 43 et 44 verso). 
Dans un exemple de pollen killer décrit chez le riz, quelques plantes homozygotes pour 
l’allèle contre-sélectionné sont également retrouvées (LONG et al. 2008). Ce phénomène de 
pénétrance incomplète reste pour le moment inexpliqué. De plus, j’ai observé au cours de 
mes analyses que des différences de force de biais de ségrégation existaient en fonction du 
locus et du génotype analysé. Par exemple, l’effet PK3 semble plus fort dans le fonds 
cytoplasmique Sha que dans le fonds cytoplasmique Mr-0, ce qui n’est pas observé pour le 
PK1 (chapitre B, Table 3, p 44 verso). Le fonds génétique dans lequel s’exprime le pollen 
killer semble ainsi influencer la force du biais de ségrégation. Chez le riz, des analyses 
génétiques ont montré que la stérilité mâle hybride au locus S24 dépendait du génotype à 
un locus non lié (KUBO et al. 2011). Des analyses complémentaires sur les effets pollen killer 
dans différents fonds génétiques sont donc indispensables pour mieux identifier les facteurs 
responsables et comprendre leur influence.  
 
Pour la première fois, nous avons mis clairement en évidence des effets pollen killer dans 
plusieurs croisements d’Arabidopsis thaliana. L’effet du PK3 est ainsi présent chez Sha x Mr-
0 (chapitre B, Table 2, p 43 verso), chez Rak-2 x Mr-0 (chapitre B, Table 5, p 46 verso), mais 
aussi chez Sha x Ct-1 (C. Boussardon, communication personnelle) et dans 6 autres 
accessions croisées avec Mr-0 (Tableau C11). Ces résultats suggèrent qu’Arabidopsis 
thaliana, grâce à la richesse des nombreuses ressources biologiques disponibles, peut 
constituer un bon modèle d’étude de pollen killers chez une espèce sauvage.  
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Après avoir discuté séparément de l’effet CMS et de l’effet pollen killer, je vais tenter 
d’apporter quelques éléments de discussion pour expliquer l’une des principales 
caractéristiques du modèle de stérilité hybride que je décris : la co-localisation, à plusieurs 
locus, des facteurs génétiques de la CMS et des pollen killers. J’ai montré par l’analyse 
génétique de la stérilité hybride que les locus L1, L3 et L5 (et peut être aussi Q1a, Q4 et Q5a) 
portaient à la fois des facteurs nucléaires impliqués dans la CMS et tous les éléments 
nécessaires pour faire fonctionner un pollen killer à chaque locus. L'existence d'au moins 
trois et potentiellement six locus impliqués dans les deux phénomènes limite fortement 
l’hypothèse d’une co-localisation purement fortuite. De plus, un comportement similaire est 
observé chez Arabidopsis lyrata (LEPPALA and SAVOLAINEN 2011) où le croisement entre les 
deux sous-espèces lyrata et petreae a permis d’identifier un locus majeur de restauration 
cartographié à seulement 2 cM d’un distorteur de ségrégation contre-sélectionnant l’allèle 
restaurateur (AALTO et al. 2013). Ces résultats suggèrent qu’une liaison génétique des 
déterminants impliqués dans un PK et une CMS pourrait ne pas être spécifique à A. thaliana. 
Plusieurs raisons non exclusives peuvent être proposées pour expliquer une telle co-
localisation. La première hypothèse propose que les régions génomiques concernées 
concentrent de nombreux gènes impliqués dans le développement du grain de pollen. 
L’exemple du locus PK3 est éloquent à ce sujet puisque, pour plus de la moitié des gènes de 
l’intervalle (10 parmi 19), une expression au cours du développement du gamétophyte mâle 
a été détectée (HONYS and TWELL 2004). De plus, comme il est difficile de distinguer entre 
l’expression  de  gènes  très   similaires, Il est probable que l’expression pollinique décrite 
pour le gène PPR At3g62470 corresponde également à celle de son paralogue At3g62540, 
identique à 99% en séquence nucléotidique. Cette organisation en cluster rappelle les 
structures de « supergènes » où tous les composants d’une même voie métabolique sont 
regroupés sur le génome, ce qui est supposé favoriser la transmission simultanée à la 
descendance de formes alléliques ayant coévolué (SCHWANDER et al. 2014).   
 
4- LA COLOCALISATION Rf/PK 
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La seconde hypothèse repose sur une structure des locus favorisant la co-localisation des 
facteurs PK et Rf. L’intervalle de 3,8 Mb de L1 dans lequel j’ai localisé à la fois les facteurs 
génétiques de la CMS et du pollen killer du chromosome 1 (PK1) englobe une région 
d’environ 700 kb  qui  regroupe de nombreux gènes PPR  similaires à des gènes 
restaurateurs de fertilité (LURIN et al. 2004; GEDDY and BROWN 2007). Un segment de cette 
région,  compris  entre  les  positions 23 370 et 23 440 Mb, est similaire à une région du 
haut du chromosome 1 localisée vers 4,3 Mb dans Col-0, ce qui pourrait correspondre à la 
position du QTL Q1a. Ces clusters de gènes PPR sont sujets à de fréquents remaniements 
structuraux entre espèces (GEDDY and BROWN 2007) ou entre accessions de la même espèce 
(KATO et al. 2007; HERNANDEZ MORA et al. 2010). Ces variations structurales peuvent 
s’expliquer par les pressions de sélection qui s’exercent à ces locus impliqués dans le conflit 
nucléo-cytoplasmique induit par la CMS (FRANK 2000; TOUZET and BUDAR 2004). Comme les 
conflits génomiques peuvent apparaitre chez un individu dès qu’un gène se confère un 
avantage reproductif aux dépens des autres gènes du même organisme (BAACK et al. 2015), 
les distorteurs de ségrégation sont également à même de créer des situations de conflit 
génomique. Le séquençage chez Sha et Mr-0 du locus PK3, où le pollen killer contre-
sélectionne les allèles Sha et donc favorise les allèles Mr-0, a mis en évidence des 
polymorphismes d’insertion/délétion, des duplications intra-locus et des transpositions de 
fragments d’autres chromosomes, ainsi que la présence, variable selon les accessions, de 
plusieurs éléments transposables. Ces remaniements structuraux ressemblent à ceux 
observés aux locus de restauration déjà identifiés (KATO et al. 2007; HERNANDEZ MORA et al. 
2010). D’ailleurs, le très faible nombre de recombinants obtenus au locus PK3 suggère que 
ces variations pourraient être responsables d’une diminution de la recombinaison méiotique 
dans cette zone. La divergence des séquences à ce locus entre Sha et Mr-0 pourrait alors 
entrainer la stabilisation de l’association des facteurs génétiques responsables des deux 
effets en supprimant le  brassage naturel des allèles par recombinaison méiotique.  
 
Enfin, la troisième hypothèse repose sur l’existence d’un facteur génétique commun entre le 
pollen killer et la restauration de fertilité de la CMS. Afin de tester si le restaurateur de 
fertilité était présent au locus PK3, qui contient tous les éléments du pollen killer, j’ai 
observé le phénotype de fertilité globale de plantes hétérozygotes à L1 et à PK3 dans un 
fonds cytoplasmique Sha. J’ai construit ces génotypes par croisement à partir de 
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recombinants CPK qui présentent un biais de ségrégation. Comme le phénotype de ces 
plantes est identique à celui observé pour les plantes [Sha]L1HL3H (chapitre B, Figure 4, p 43 
verso) j’en ai déduit que tous les déterminants génétiques de la CMS et du pollen killer 
étaient présents dans l’intervalle PK3 de 70Kb. A ce locus, de nombreux polymorphismes 
affectent les gènes codant des protéines à motifs PPR dont la localisation cellulaire prédite 
est mitochondriale. Les protéines PPR appartiennent à la classe majeure des restaurateurs 
de fertilité décrits (DAHAN and MIREAU 2013). Chez Col-0, les deux paralogues, At3g62470 et 
At3g62540, partagent 99% d’identité nucléotidique et 24 SNP permettent de les différentier. 
Chez Sha, les copies At3g62470 et At3g62540 présentent chacune une combinaison 
différente de ces SNP. Chez Mr-0, le gène At3g62470 est absent, mais deux paralogues sont 
présents en plus du gène At3g62540, chacun des trois porteur d’une combinaison de SNP 
encore différente de celles de Sha et de Col-0. Ces caractéristiques du locus, qui contient des 
gènes PPR fortement remaniés et présentant une forte homologie de séquences entre eux, 
rappelle fortement celles mises en évidence pour les locus de restauration, par exemple chez 
le radis (BROWN et al. 2003; HERNANDEZ MORA et al. 2010) et le riz (KATO et al. 2007). Ces gènes 
PPR constituent donc de très bons candidats pour le restaurateur de fertilité à PK3. De 
manière surprenante, mes résultats suggèrent que le gène PPR At3g62540 de Sha pourrait 
également être la cible du pollen killer (voir chapitre C, § 3-3). Mes premiers résultats de 
génétique d’association sont cohérents avec cette hypothèse. Si ces résultats préliminaires 
se confirment, ce serait la première fois que l’on montrerait qu’un gène à motifs PPR 
participerait à un distorteur de ségrégation. Le gène At3g62540 représente donc 
potentiellement un facteur génétique commun à la CMS et au pollen killer. Le fait que le 
biais de ségrégation du PK3 soit plus fort dans le cytoplasme Sha que dans le cytoplasme Mr-
0 pourrait même suggérer que la cible du pollen killer soit le gène de restauration. 
Cependant, même si nos résultats ultérieurs confirment que ce gène est impliqué dans les 
deux effets, cela ne signifie pas qu’il en sera de même pour les autres régions du génome qui 
présentent également les deux effets. Les locus L1 et L5 sont encore très grands, et chez 
Arabidopsis lyrata les deux effets ont été cartographiés à des locus proches mais distincts 
(AALTO et al. 2013). 
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Mes résultats de cartographie découpent le locus PK3 en trois intervalles, chacun portant un 
facteur génétique nécessaire à l’effet PK. La reconstitution d’un pollen killer fonctionnel 
nécessite au moins un allèle Mr-0 dans les intervalles PK3A et à PK3C et au moins un allèle 
Sha à PK3B (Figure C4). En nous basant sur une interaction délétère entre un allèle killer 
(CAMERON and MOAV 1957) et un allèle cible (LYTTLE 1991), nous avons élaboré un modèle 
fonctionnel où les éléments killer Mr-0 éliminent les grains de pollen qui portent l’allèle cible 
Sha. L’allèle Sha à PK3B est donc le déterminant gamétophytique qui induit la spécificité de 
mortalité pollinique. De plus, au moins un allèle killer Mr-0 est nécessaire à PK3A et à PK3C 
pour éliminer la cible. Seuls deux modèles fonctionnels de gamètes killers ont été proposés 
chez les plantes à ce jour (CHEN et al. 2008; LONG et al. 2008; YANG et al. 2012). L’éventail des 
mécanismes possibles pour expliquer l’interaction entre les éléments killer et le déterminant 
cible est encore très vaste. On pourrait imaginer que  l’élément killer soit exprimé à un stade 
antérieur à la méiose et reste présent dans toutes les microspores, y compris celles qui n’ont 
pas reçu cet allèle. Il est aussi possible que le produit de cet élément soit transporté 
jusqu’aux microspores portant la cible. Dans l’exemple du pollen killer de riz au locus Sa, il a 
été proposé que le facteur killer soit transporté jusqu’au gamétophyte portant l’allèle cible 
par des canaux cytoplasmiques qui persistent au stade tétrade chez le riz (LONG et al. 2008). 
De telles liaisons n’ayant jamais été décrites chez Arabidopsis, il est plus probable que les 
allèles killer Mr-0 soient exprimés dans le sporophyte juste avant la phase gamétophytique.  
 
Afin de commencer la validation de notre modèle, j’ai choisi de me focaliser en priorité sur 
l’identification de l’élément cible. La mise en évidence dans l’intervalle PK3B de deux 
insertions dans le promoteur du gène PPR At3g62540 des accessions « cibles », Sha et Cvi-0, 
et leur absence chez les accessions « non-cibles » Col-0 et Mr-0, m’ont amené à proposer le 
gène At3g62540 comme candidat pour la cible. La stratégie de génétique d’association que 
j’ai suivie valide pour le moment l’association entre la distorsion de ségrégation dans la 
descendance d’une F1 produite avec Mr-0 et la présence des deux polymorphismes 
d’insertion en amont du gène At3g62540. Cependant, l’échantillonnage de 6 accessions 
« cibles » et de 7 accessions « non-cibles » est insuffisant pour que je puisse encore 
5- VERS UN MODELE FONCTIONNEL DU PK3  
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conclure. En utilisant les nombreuses ressources génétiques bien caractérisées et 
disponibles du Centre de Ressources Biologiques Arabidopsis de l’INRA de Versailles 
(http://publiclines.versailles.inra.fr/), je vais poursuivre cette approche de croisements 
d’accessions « cibles » et « non-cibles » avec Mr-0. L’analyse de la ségrégation des génotypes 
à la génération F2 me permettra de confirmer (ou pas) l’association entre le phénotype et le 
polymorphisme candidat.  
 
En parallèle, je vais m’engager dans des approches plus fonctionnelles me permettant de 
valider la cible. Dans la mesure où les polymorphismes qui m’ont conduit à soupçonner 
At3g62540 d’être l’élément cible de PK3 sont localisés dans le promoteur, je fais l’hypothèse 
que l’expression de ce gène est nécessaire au développement du pollen. Nous allons 
construire un mutant knock-out du gène At3g62540 chez Sha en utilisant la technologie 
CRISPR (JINEK et al. 2012). Si l’allèle mutant n’est pas transmis par le pollen dans la 
descendance d’une plante hémizygote, je conclurai que ce gène est indispensable au 
développement du gamétophyte mâle. Les deux insertions identifiées dans la région 
promotrice du gène At3g62540 pourraient par exemple être la cible d’éléments régulateurs 
impactant l’expression de ce gène. Je vais donc en mesurer l’expression par RT-PCR sur du 
pollen immature. Cette analyse, conduite dans des plantes Sha et hybrides Sha x Mr-0, 
pourrait permettre de clarifier l’implication de ce gène (et potentiellement des deux 
insertions dans le promoteur) en tant qu’élément cible du pollen killer. Ces approches 
complémentaires me permettront de rassembler un faisceau d’arguments en faveur (ou pas) 
du gène At3g62540 en tant que cible du PK3. Par ailleurs, je profiterai des analyses 
d’expression du gène candidat dans du pollen immature pour réaliser en même temps la 
même analyse sur les 7 autres séquences codantes présentes dans l’intervalle PK3B. Des 
approches équivalentes seront menées afin d’identifier les éléments killer présents à PK3A 
et PK3C. Une fois tous les facteurs génétiques identifiés, nous pourrons disséquer finement 
les mécanismes moléculaires à l’origine de l’effet pollen killer au locus PK3. 
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La stérilité mâle de l’hybride Sha x Mr-0 repose sur la conjonction d’une stérilité mâle 
cytoplasmique et d’effets pollen killer à plusieurs locus. En limitant le flux de gènes entre les 
deux accessions, cette incompatibilité hybride met en évidence un isolement reproductif 
partiel entre deux populations d’Arabidopsis thaliana isolées l’une de l’autre par des 
barrières géographiques. Nous pouvons néanmoins nous demander de quelle manière 
chacun des effets participe à l’élaboration de cette barrière reproductive. De plus, comme 
l’isolement reproducteur est décrit pour participer aux évènements de spéciation (COYNE and 
ORR 2004), nous pouvons nous demander si l’incompatibilité hybride entre Sha et Mr-0 ne 
favoriserait pas l’émergence de lignages susceptibles de créer, à terme, des espèces 
distinctes. Les  CMS et les distorteurs de ségrégation partagent certaines caractéristiques 
évolutives : dans les deux cas, le phénotype, a priori défavorable (stérilité mâle ou 
diminution de la transmission d’un allèle), repose sur l’action d’éléments génétiques 
égoïstes générateurs de conflits intra-génomiques (HURST and WERREN 2001). Le conflit entre 
le génome mitochondrial, qui empêche la production de gamètes mâles, et le génome 
nucléaire, qui sélectionne des restaurateurs de la fertilité, repose sur la différence d’hérédité 
entre le génome cytoplasmique (maternelle) et le génome nucléaire (biparentale). De leur 
côté, les éléments distorteurs de ségrégation sont responsables de conflits génomiques, 
entre les deux allèles au locus distorteur, mais aussi entre l’allèle distorteur et tous les allèles 
éventuellement contre sélectionnés à d’autre locus non liés génétiquement (PRESGRAVES 
2007). Des allèles suppresseurs sont alors sélectionnés au locus distorteur mais également à 
d’autres locus du génome pour éliminer la distorsion de ségrégation et donc s’affranchir de 
ces effets délétères. Les deux effets favorisent donc, et de manière indépendante, 
l’apparition de gènes suppresseurs à plusieurs locus. En absence de flux de gènes significatif 
entre les deux accessions, les conflits génétiques sont alors des facteurs de divergence entre 
les deux accessions. Ces différences génétiques entre populations divergentes peuvent 
conduire à un isolement reproducteur (DOBZHANSKY 1970). De plus, la divergence entre les 
parents peut entraîner une diversification des distorsions de ségrégation et une 
6- ROLE ET CONSEQUENCES DES EFFETS CMS ET POLLEN KILLER 
DANS L’ETABLISSEMENT DE BARRIERES REPRODUCTIVES 
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augmentation de la force des distorteurs (MATSUBARA et al. 2011). Cette accentuation 
augmentera la distance génétique entre les accessions et renforcera les barrières 
reproductives, qui s’accumuleront progressivement  avec le temps de divergence (COYNE and 
ORR 2004). Les conflits intragénomiques sont donc responsables de pressions de sélection 
qui peuvent aboutir à des divergences entre populations naturelles et créer des barrières 
reproductives. En l’absence de divergence due à des pressions écologiques, l’émergence 
d’allèles incompatibles dans des populations pourrait contribuer aux évènements de 
spéciation via la sélection naturelle  (SCHLUTER 2009). Cependant, il semble peu probable 
qu’un tel scénario se soit déroulé dans les accessions Sha et Mr-0, issues de populations très 
distantes. Par contre, les éléments égoïstes mis en évidence au cours de ce travail jouent un 
rôle majeur dans l’isolement reproductif partiel entre ces deux accessions.  
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CONCLUSION 
GENERALE 
 
 
 
 La conjonction de deux mécanismes génétiques distincts, une stérilité mâle 
cytoplasmique et des pollen killers, explique la stérilité mise en évidence dans le croisement 
entre l'accession Shahdara et l’accession Mr-0. Les résultats décisifs obtenus au cours de ce 
travail pour comprendre l’architecture génétique de cette stérilité hybride reposent en 
grande partie sur l’exploitation de la variabilité naturelle présente chez l’espèce modèle 
Arabidopsis thaliana. Ainsi, l’utilisation de l’accession Rak-2 m’a aidé à mettre en évidence la 
nature gamétophytique de la stérilité mâle cytoplasmique réactivée en croisant les 
accessions Rak-2 et Sha par Mr-0. Les résultats obtenus soulignent également la différence 
entre les systèmes de restauration mis en place dans les deux accessions stérilisantes : un 
locus majeur chez Rak-2 et un système de restauration quantitatif chez Sha. Par ailleurs, le 
séquençage de fragments d’ADN au locus PK3 chez les parents du croisement et chez les 
accessions complémentaires Cvi-0 et Etna-2 m’a aidé à comprendre la structure du locus PK3 
et m’a permis d’identifier un gène candidat pour l’élément cible du pollen killer. J’ai débuté 
la validation de cet élément cible en tentant d’associer le phénotype de distorsion de 
ségrégation au génotype de différentes accessions pour le polymorphisme candidat. 
L’ensemble de ces analyses montre à quel point la variabilité naturelle intra-spécifique est 
un réservoir de diversité, dont l’exploitation appropriée peut aider à résoudre des 
mécanismes génétiques complexes. 
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La complexité du déterminisme de la stérilité chez l’hybride F1 Sha x Mr-0 s’explique par la 
proximité physique des facteurs génétiques nécessaires aux deux effets, rendant leur 
séparation difficile, et ceci à plusieurs locus. Mes résultats suggèrent qu’au moins à PK3 la 
liaison génétique entre les déterminants de la CMS et du pollen killer pourrait s'expliquer par 
l'existence d'un déterminant commun aux deux effets. Certains de mes résultats sont 
cohérents avec cette hypothèse. Par exemple, le biais de ségrégation plus fort du PK3 dans 
le fonds cytoplasmique Sha que dans un cytoplasme Mr-0 suggère que le pollen killer et la 
restauration de fertilité à ce locus ont des relations fonctionnelles étroites. Ceci est conforté 
par l’absence d’un effet cytoplasmique sur la force du biais de ségrégation dans les 
croisements réciproques Rak-2 x Mr-0. En effet, Rak-2 porte un cytoplasme stérilisant mais il 
n’est pas restaurateur à L3. De plus, le gène PPR At3g62540, candidat pour la cible du pollen 
killer, est également un bon candidat pour le gène de restauration. Cependant, cette 
hypothèse reste spéculative et devra être rigoureusement testée. Si je confirme que le gène 
At3g62540 est un déterminant commun aux effets CMS et pollen killer, cette découverte 
ouvrirait de nouvelles perspectives dans la compréhension des interactions nucléo-
cytoplasmiques chez Arabidopsis thaliana. Par ailleurs, l’identification d’un facteur génétique 
commun à deux mécanismes basés sur l’action d’éléments égoïstes permettra de mieux 
comprendre le rôle joué par les conflits intragénomiques dans  l’élaboration de barrières 
reproductives et dans les évènements de spéciation chez les plantes. 
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CHAPITRE E : 
MATERIELS & 
METHODES 
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Nomenclature: J’ai gardé tout au long du manuscrit la nomenclature utilisée dans l’article 
soumis à la revue Genetics. Les croisements sont toujours écrits dans le sens conventionnel : 
parent femelle x parent mâle. Quand cela est nécessaire, le fonds cytoplasmique 
(mitochondrial et chloroplastique) est indiqué entre crochets juste avant le nom du 
génotype nucléaire : une plante portant le cytoplasme du parent A et le génome nucléaire 
du parent B est désignée par [A]B. Le génotype à un locus Lx est désigné LxM, LxS or LxH 
respectivement pour homozygote Mr-0, homozygote Sha et hétérozygote. BCp signifie 
rétrocroisement par le parent mâle, BCm rétrocroisement par le parent femelle. 
 
Le génotype de départ pour la cartographie du pollen killer est une plante sur cytoplasme Mr-
0, hétérozygote à L3 et fixée Sha partout ailleurs sur son génome nucléaire. Il sera représenté 
par l’écriture suivante : [Mr-0]L1SL3H. Afin de sélectionner ce génotype, trois individus issus de 
la génération BCp3 [(Mr-0 x Sha) F1 x Sha] ont été génotypés avec 384 marqueurs SNP 
distribués  le long du génome (SIMON et al. 2012). L’individu [Mr-0]L1SL3H #15 est hétérozygote 
à L3 et fixé Sha à tous les marqueurs, excepté sur le chromosome 1 au niveau du marqueurs 
SNP mk10027 (SIMON et al. 2012) où il est hétérozygote. Dans la descendance en 
autofécondation de  l’individu [Mr-0]L1SL3H #15 , j’ai sélectionné l’individu [Mr-0]L1SL3H, 
hétérozygote à L3 (de ATHFUS6 à MSAT3.23289) dans un fonds nucléaire Sha (y compris à 
mk10027).  
 
Pour la cartographie du pollen killer, les graines sont semées, après une stratification de 3 
jours dans un mélange d’eau + agar 0,1%, dans des plaques composées de 104 godets 
remplis de terreau, à raison d’une graine par godet.  Chaque série de semis regroupe quatre 
plaques numérotées. Après deux semaines de culture en serre en conditions standard, un 
1- LE MATERIEL VEGETAL 
2- LA CULTURE DES PLANTES ET LE STOCKAGE DES GRAINES 
Tableau E1:  exemple de plan de plaque pour la cartographie du pollen 
killer (plaque CPK27). 
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12
A Sha Hz CPK27_A3 CPK27_A4 CPK27_A5 CPK27_A6 CPK27_A7 CPK27_A8 CPK27_A9 CPK27_A10 CPK27_A11 CPK27_A12
BMr‐0 CPK27_B2 CPK27_B3 CPK27_B4 CPK27_B5 CPK27_B6 CPK27_B7 CPK27_B8 CPK27_B9 CPK27_B10 CPK27_B11 CPK27_B12
CCPK27_C1 CPK27_C2 CPK27_C3 CPK27_C4 CPK27_C5 CPK27_C6 CPK27_C7 CPK27_C8 CPK27_C9 CPK27_C10 CPK27_C11 CPK27_C12
DCPK27_D1 CPK27_D2 CPK27_D3 CPK27_D4 CPK27_D5 CPK27_D6 CPK27_D7 CPK27_D8 CPK27_D9 CPK27_D10 CPK27_D11 CPK27_D12
ECPK27_E1 CPK27_E2 CPK27_E3 CPK27_E4 CPK27_E5 CPK27_E6 CPK27_E7 CPK27_E8 CPK27_E9 CPK27_E10 CPK27_E11 CPK27_E12
FCPK27_F1 CPK27_F2 CPK27_F3 H2O CPK27_F5 CPK27_F6 CPK27_F7 CPK27_F8 CPK27_F9 CPK27_F10 CPK27_F11 CPK27_F12
GCPK27_G1 CPK27_G2 CPK27_G3 CPK27_G4 CPK27_G5 CPK27_G6 CPK27_G7 CPK27_G8 CPK27_G9 CPK27_G10 CPK27_G11 Sha
HCPK27_H1 CPK27_H2 CPK27_H3 CPK27_H4 CPK27_H5 CPK27_H6 CPK27_H7 CPK27_H8 CPK27_H9 CPK27_H10 Hz Mr‐0
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échantillon de feuille est prélevé sur chaque plantule et déposé dans un puits contenant une 
bille de métal, en suivant un plan de plaque prédéfini (un exemple est proposé Tableau E1). 
Après récolte et battage, la descendance en autofécondation de tous les recombinants est 
placée dans des tubes numérotés et stockés au conservatoire de graines.  
 
 
3-1 L’EXTRACTION DES ADN  POUR LA CARTOGRAPHIE DU POLLEN KILLER  
 
Le matériel végétal prélevé en plaques est stocké pendant 3h minimum à -80°C. Après avoir 
été lyophilisé sur la nuit, il est réduit en poudre à l’aide d’un broyeur. 200μl de tampon 
d’extraction (Tris pH 7,5 à 200mM, NaCl à 250mM, EDTA à 25mM, SDS à 0,5% et H2O stérile) 
sont ajoutés dans chaque puits. Les plaques sont centrifugées dans un rotor 09100 Quiagen 
pendant 10 minutes à 6000 rpm. 100μl de surnageant sont prélevés et déposés dans une 
nouvelle plaque de 96 puits contenant 100μl d’isopropanol. Après mélange et incubation 15 
min à température ambiante, les plaques sont centrifugées 10 minutes à 6000 rpm et le 
surnageant est éliminé. 100μl d’éthanol 75% sont ajoutés dans chaque puits et la plaque est 
centrifugée 5 minutes à 6000 rpm. Le surnageant est une nouvelle fois éliminé, et la plaque 
est laissée à température ambiante pour sécher le culot d’ADN. 50μl d’eau stérile sont 
ajoutés dans chaque puits pour resuspendre l’ADN. Les témoins Sha, Mr-0 et hétérozygote 
Sha/Mr-0 sont extraits dans les mêmes conditions. Les ADN sont conservés à -20°C.  
 
3-2 L’EXTRACTION DES ADN  POUR LES LONGUES PCR  
 
En vue de réaliser des PCR sur des grands fragments d’ADN pour les accessions Sha, Mr-0, 
Cvi-0 et Etna-2, nous avons préparé de l’ADN de qualité en suivant le protocole du kit 
DNeasy Plant maxi kitTM de Qiagen (https://www.qiagen.com/fr/).  
3- L’EXTRACTION DES ADN  
Tableau E2:  Marqueurs microsatellites utilisés pour la cartographie du pollen killer. 
Nom marqueur Chr Position (TAIR10)  Séquence forward Séquence reverse 
Allèle              
Col-0 (bp) 
ATHFUS6 3 22,6 TCGTTACACTGGCTTGCTTG TTCCTTGATCAGATTTGGTCG 285 
MSAT3.23007  3 23,0 AAAAGCGTGATTGTGTTGTG TGGAATGTTCCATCTTCAACT 239 
NGA6 3 23,0 
TGGATTTCTTCCTCTCTTCA
C ATGGAGAAGCTTACACTGATC 143 
MSAT3.23137  3 23,1 CATCCAGTCGACACAGTCATA ATAGTCCCAGAGTTGCCAGA 159 
MSAT3.23172 3 23,2 GCATTAGGCTGTCGAGAAAA GCCCTCTCCTCTCTTTTGTT 240 
MSAT3.23289  3 23,3 ACGTCCCATCATATCCCTCT ACGGAGGACTTTGTAAGCAA 188 
MSAT3.70  3 23,4 CACCCATAGACACACAACC TCAAAACCTCCAACCATAC 215 
Tableau E3:  Marqueurs CAPS, Indel et SNP utilisés pour la cartographie du pollen 
killer. 
Nom marqueur Chr Position (TAIR10) Nom oligos séquence oligos Allele Col-0   (bp) 
Allele Sha           
(bp) 
Allele Mr-0         
(bp) 
CAPS 430 (Cac8I) 3 23 094 085 
At3g62430_CAPS_F AATACCCATCCAAGCATTCG 159 bp 471 bp + 273 bp 744 bp 
At3g62430_CAPS_R TCACCATTGAGGTGACCAAA       
Indel430 3 23 095 670 
430F3 TTCGATCAGCGAAATCTTTG 1257 bp 1257 bp ~1350 bp 
440R4 ATCGTTGTGCAGGCGATATT       
SNP499 3 23 119 990 
499F4 AGGAACCCAACCATTTGCAC A A T 
500R3 CTTGGACTGGTCAGAGCACA       
Indel560 3 23 139 649 
560F2 CAGAAAGATGGGTTACGGCG 1204  bp 1204  bp 1215 bp 
570R2 ATGTGCATCCCTTTACCCCA       
CAPS620 (Bsp1407I) 3 23 160 300 
At3g62620L20 TTGGCTTGGAGAATGAAACC  1087 bp 1087 bp 680 bp + 400 bp 
At3g62620U20 TCCATGGAAGACACAGCTCA       
SNP630 3 23 164 200 
630F1 CCAGATGAAACTGGGTTTAAGC T G T 
630R2 CCTGATACTCCGCGTTTCAG       
IndelSha 3 23 184 300 
680sha F1 GCTCGTCTCAAAGATCCAGC absence 610 bp absence 
680R8 CAGGAGTGGAGCCAACTAGC       
Tableau E4 : Composition des mix PCR en multiplex utilisés 
Volume (μl) 
réactifs x1 x100 x200 x300 x400 
eau 10,42 1042 2084 3126 4168 
Tampon PCR10X 2 200 400 600 800 
primer1 Fwd 10μM 1 100 200 300 400 
primer1 Rev 10μM 1 100 200 300 400 
primer2 Fwd 10μM 1 100 200 300 400 
primer2 Rev 10μM 1 100 200 300 400 
Mgcl2 25mM 2 200 400 600 800 
dNTP 25mM 0,08 8 16 24 32 
Taq  (2u/μl) 0,5 50 100 150 200 
Total mix 19 1900 3800 5700 7600 
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3-3 L’EXTRACTION DES ADN POUR LA BANQUE DE FOSMIDES 
 
L’extraction des fragments d’ADN en vue du clonage dans les fosmides a été réalisée en 
suivant le protocole d’extraction au CTAB en utilisant tout au long du protocole des cônes 
coupés pour limiter les cassures des brins d’ADN. Composition du tampon d’extraction : 
CTAB 2%, NaCl 1,4 M, EDTA 20 mM, Tris-HCl pH=8,0 100 mM, -mercaptoethanol 0,2%. 
Broyer (2/3/5g) de matériel végétal dans de l’azote liquide avec un mortier et un pilon. 
Transférer dans un tube 30 ml. Ajouter (7,5/11/20 ml) de tampon d’extraction préchauffé à 
60°C. Incuber 30 minutes. Extraire avec 7,5/11/20 ml d’un mélange 
chloroform:isoamylalcool (24:1). Centrifuger 10 minutes à 10 000 rpm et reprendre la phase 
acqueuse. Ajouter 6/8/14 ml d’isopropanol et mixer. Centrifuger 10 000 rpm 10 minutes et 
enlever le surnageant. Laver le culot avec 10 ml d’éthanol à 70%. Centrifuger 5 minutes à 
10 000 rpm. Resuspendre le culot dans 500 µl de TE. Ajouter 50 µl d’acetate de sodium 3M, 
500 µl d’isopropanol. Centrifuger 10 minutes, laver à l’éthanol 70% et laisser sécher. 
Resuspendre l’ADN dans du 300 µl TE. Au final la concentration d’ADN est ajustée à 5 µg/µl. 
 
 
Le détail des marqueurs microsatellites utilisés pour la cartographie du pollen killer est 
présenté dans le tableau E2. Les autres types de marqueurs utilisés (CAPS, Indel et SNP) sont 
présentés dans le tableau E3. La composition des mix PCR multiplex et simplex est présentée 
respectivement dans le tableau E4 et E5. 1µl d’ADN génomique (protocole extraction pour la 
cartographie du pollen killer) est ajouté dans chaque puits. Le programme d’amplification 
utilisé est décrit dans le tableau E6. Les produits de réaction sont déposés sur un gel  
d’agarose (3% pour les microsatellites et 1,5% pour les autres types de marqueurs) dilué 
dans du tampon TBE 0,8X (0.045M Tris-borate pH=8,0, 1mM EDTA). La migration des 
échantillons est réalisée dans un champ électrique (courant continu U= 130V). Pour les 
marqueurs CAPS, les digestions enzymatiques sont réalisées directement à partir de 5 µl de 
4- LE GENOTYPAGE PAR PCR 
Tableau E5: Composition des mix PCR simplex utilisés pour la cartographie du pollen 
killer. 
Volume (μl) 
réactifs x1 x100 x200 x300 x400 
eau 12,42 1242 2484 3726 4968 
Tampon PCR 10X 2 200 400 600 800 
primer Fwd 10μM 1 100 200 300 400 
primer Rev 10μM 1 100 200 300 400 
Mgcl2 25mM 2 200 400 600 800 
dNTP 25mM 0,08 8 16 24 32 
Taq  (2u/μl) 0,5 50 100 150 200 
Total mix 19 1900 3800 5700 7600 
Tableau E6: Programme PCR 
57^53_30. 
Cycle Temp (°C) Temps (min, s) Nb cycles 
1 94 2,00 x1 
2 94 0,15 
x8                    
-1°C/cycle 3 57 0,15 
4 72 0,30 
5 94 0,15 
x30                 6 53 0,15 
7 72 0,30 
8 72 2,00 x1 
9 10 5,00 x1 
Tableau E7:  Oligonucléotides utilisés pour le criblage de la banque de fosmides. 
Nom marqueur Chr Position (TAIR10) Séquence 
430F1 3 23093810 TGGACTTTGCATTTGGATGA 
430R1 3 23094554 AAGCTCAACTCCCTTGTGGA 
499F1 3 23119927 CGTCGGATTTGATGAAAAGG 
500R3 3 23120653 CTTGGACTGGTCAGAGCACA 
630F1 3 23163941 CCAGATGAAACTGGGTTTAAGC 
630R2 3 23165046 CCTGATACTCCGCGTTTCAG 
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produit d’amplification en suivant les conditions de digestion prévues par le fournisseur. 
Pour les marqueurs SNP et Indel, les produits d’amplification sont séquencés afin de 
déterminer le génotype des plantes.  
 
 
J’ai utilisé le kit « Copycontrol http fosmid library production kit » avec le vecteur pCC2FOSTM 
(Annexe 9) et une souche d’E. coli résistante au phage T1 EPI300TM (Illumina 
technologies), en suivant les recommandations du fournisseur. Les trois couples 
d’oligonucléotides utilisés pour cribler la banque de fosmides sont décrits dans le tableau E7. 
Les conditions de PCR sont identiques à celles utilisées pour la cartographie du pollen killer. 
La purification des clones fosmides a été réalisée en utilisant le kit « FosmidMax DNA 
purification kitTM » (Illumina technologies) et en suivant le protocole décrit. 
 
 
L’amplification de grands fragments  est réalisée à partir de 2 µl d’ADN extrait comme décrit 
ci-dessus. La composition du mix PCR est décrite dans le tableau E8. Le détail des 
oligonucléotides utilisés est présenté dans le tableau E9 et le programme d’amplification 
utilisé dans le tableau E10. Les produits d’amplification sont séquencés après purification, 
par la société Beckman Coulter Genomics (http://www.beckmangenomics.com).  
 
Les séquences sont traitées et alignées avec le logiciel Codon Code Aligner V5.0.2 
(http://www.codoncode.com/aligner/). La visualisation des données de reséquençage est 
5- LA CONSTRUCTION DE LA BANQUE DE FOSMIDES 
6- LES LONGUES PCR ET LE SEQUENÇAGE DE L’ADN 
7- L’ANALYSE DES SEQUENCES  
Tableau E9:  Oligonucléotides utilisés pour la séquence du locus PK3. 
Nom marqueur Chr Position (TAIR10) Séquence 
430F3 3 23 095 112 TTCGATCAGCGAAATCTTTG 
440R2 3 23 097 522 TGGCTGGAAGAGCCATTACT 
440R4 3 23 096 369 ATCGTTGTGCAGGCGATATT 
460F2 3 23 105 060 TGGGGGTGTGGATTACTGTC 
460R3 3 23 104 898 GTATCTTCTGGTCTGGGCGA 
460R4 3 23 105 517 GCGGAGCAAAGGTATACGAG 
470F1 3 23 108 390 CTCCATGGCTCCATCTCTCT 
470F2 3 23 106 655 CGAGATGGGCTCAGATGACT 
480F1 3 23 112 055 TCGAACGCTGAGGTAATTGA 
480R1 3 23 112 026 CATCCCTCGTTCAATTACCT 
490F1 3 23 117 325 TTGTGGCGAATTACAATTAACA 
490R1 3 23 114 371 GACCTTCGGTGCTGAAGAAG 
499F1 3 23 119 927 CGTCGGATTTGATGAAAAGG 
499R2 3 23 120 146 ACACGCAGGAGAAACAAACC 
500F2 3 23 121 510 TCTTGATGCTAGGCACATTG 
500R2 3 23 121 610 TTGCGTTTTTCTGCAACTTA 
510F1 3 23 123 410 ATGGTCGAGGTTGAGGTTGA 
510R2 3 23 123 738 TGCTAGTATCACCAACCCTGAA 
520F1 3 23 125 731 TGGATTGGCAATTGCATAGA 
520R1 3 23 127 030 CCCGTGCTAAAAGCAGACTC 
528R1 3 23 131 635 CACAGCTTTCAATGGCTTCA 
540F1 3 23 133 618 CCAATTCCTCAAATATCTCCGGTTGT 
550R1 3 23 137 065 TTGAGCTTGCTTCTTGACGA 
560F1 3 23 137 385 CAAAGTTCAATAAAGGCCTCA 
560F2 3 23 138 826 CAGAAAGATGGGTTACGGCG 
560R1 3 23 138 992 AAGCCGTCAAATCTTGTTGT 
570F0 3 23 142 466 CAAAGCTGTCATTGCTCTCTCT 
570F1 3 23 140 011 TGGGGTAAAGGGATGCACAT 
570R0 3 23 142 671 TTGTGAGTGAACCACCAATG 
570R2 3 23 140 030 ATGTGCATCCCTTTACCCCA 
580R0 3 23 147 117 CGATGAAGGTAGCCCAGAGA 
590F0 3 23 150 300 ATTCAAACTTGCACGCCAAC 
610F0 3 23 154 643 CCAATCACTTTTTGTTGTGTCG 
620R0 3 23 159 918 CGGCTGTAAGATGAGCTGTG 
620F1 3 23 159 791 ATCGGCGTTAGACCAACTTC 
630R1 3 23 163 962 GCTTAAACCCAGTTTCATCTGG 
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réalisée à partir du logiciel de visualisation de données génomiques Integrative Genomic 
Viewer (IGV), (http://www.broadinstitute.org/igv).  
 
 
Les deux couples d’oligonucléotides utilisés pour déterminer le statut cible et non-cible des 
accessions testées en génétique d’association sont présentés dans le tableau E11. 
 
 
Le DAPI (4',6-Diamidino-2-phenylindole) est un agent intercalant des acides nucléiques. Il 
permet la visualisation des noyaux présents dans le grain de pollen. Les anthères de fleurs 
fraîchement récoltées sont placées dans quelques microlitres de tampon de coloration puis, 
après 20 minutes d’incubation, sont observés au microscope sous une lumière UV (340-380 
nm). Composition du tampon d’extraction : Nonidet P40 0,1%, DMSO 10%, PIPES 50mM 
(pH=6,9), EGTA 5 mM (pH=7,5), qsp 10 ml. Composition du colorant : DAPI 1 mg, H2O 1ml. 
Composition du tampon de coloration : colorant 2µl, Tampon d’extraction 10 ml. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8- LA DETERMINATION DES GENOTYPES CIBLES ET NON-CIBLES 
9- LA COLORATION AU DAPI  
Tableau E8: Composition des mix PCR pour l'amplification des grands fragments 
d'ADN.  
Volume (μl) 
réactifs x1 x2 x3 x4 x8 
eau 25,8 51,6 77,4 103,2 206,4 
Tp AJ 10X  4 8 12 16 32 
primer1 Fwd 10μM 4 8 12 16 32 
primer1 Rev 10μM 4 8 12 16 32 
Taq/pfu (5u/μl) 0,2 0,4 0,6 0,8 1,6 
Total mix 38 76 114 152 304 
Composition du tampon AJ 10X. 
Réactifs Stock   10X 
Tris-Hcl pH=8,8 2 M 450 mM 
Ammonium Sulfate 1 M 110 mM 
MgCl2 1 M 45 mM 
ß-mercapto 14,3 M 67 mM 
EDTA pH=8,0 1mM 44 μM 
dATP  (Roche PCR grade) 100 mM 10 mM 
dCTP (Roche PCR grade) 100 mM 10 mM 
dTTP (Roche PCR grade) 100 mM 10 mM 
dGTP (Roche PCR grade) 100 mM 10 mM 
BSA(Qbiogene) 20 mg/mL 1130 μg/mL 
Tableau E10: Programme longue PCR. 
Cycle Temp (°C) Temps (min, s) Nb cycles 
1 92 2,00 x1 
2 92 0,20 
x 40 3 60 30,00 
4 68 8,00 
5 68 10,00 x1 
6 10 10,00 x1 
Tableau E11:  Oligonucléotides utilisés pour l'analyse de génétique d'aassociation. 
Nom marqueur Chr Position (TAIR10) Séquence Allèle cible (bp) 
Allèle                   
non-cible   (bp) 
540F4 3 23 134 743 ATCCTTGTCTCTCTGCAGCC 
2480 1 514 
550R2 3 23 136 256 TTCCATGCTCTCTTCGCTTT 
540F4 3 23 134 743 ATCCTTGTCTCTCTGCAGCC 
1624 na 
at3g60957R1 3 22 533 318 TGGTCACTAAATAGCGAGAGAGA 
na: non applicable (PCR spécifique de l'allèle cible) 
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ANNEXES 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
Figure S1: Construction of the PopL1 and PopL3 populations. We started from plants 
obtained by three recurrent maternal backcrosses (BCm3) of the Sha x Mr-0 F1 with Sha. We 
then crossed BCm3 plants with the indicated heterozygous (Hz) genotypes on chromosome 1 
and chromosome 3. Among the progeny of these crosses, we selected plants with appropriate 
genotypes to be the parents of the mapping populations. Parents of PopL1 were Hz on 
chromosome 1 and Mr-0 on chromosome 3 for the mother, and Sha on chromosome 1 and 
Mr-0 on chromosome 3 for the father. Parents of PopL3 were Mr-0 on chromosome 1 and Hz 
on chromosome 3 for the mother, and Mr-0 on chromosome 1 and Sha on chromosome 3 for 
the father. Genotyping was performed with markers CIW1, NGA128, ATHGENEA and F5I14 (at 
18.4, 20.6, 22.4 and 24.4 Mb respectively) for chromosome 1, and with markers MSAT3.58, 
MSAT3.20435, ATHFUS6 and MSAT3.70 (at 18.7, 20.43, 22.6 and 23.45 Mb respectively) for 
chromosome 3. 
 
Sha x Mr-0 BCm3 plants 
     chromosome 1 [10.7 Mb to South]: 
     chromosome 3 [15.2 Mb to South]: 
Hz 
Hz 
Sha 
Hz 
Hz 
Hz 
Hz 
Sha x 
Parents of mapping populations 
     chromosome 1 [10.7 Mb to South]: 
     chromosome 3 [15.2 Mb to South]: 
Hz 
Mr-0 
Sha 
Mr-0 
x 
Mr-0 
Hz 
Mr-0 
Sha 
x 
Pop
L1 
x 
Pop
L3 
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1- DONNÉES SUPPLÉMENTAIRES À L’ARTICLE SOUMIS À 
GENETICS 
Figure S3: Scoring scale of fertility phenotypes. Plant fertility (illustrated here with 
individuals from the [Sha]Mr-0  x (Mr-0 x Sha) family) is scored as a visual estimate of 
the number and length of developed siliques per plant. 0: plant completely sterile 
1: a few developed siliques 
2: half of siliques are developed 
3: a few aborted siliques 
4: plant fully fertile 
 
number of developed siliques 100% sterility 
100% fertility 
0 1 2 3 4 
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Table S2: Genome‐wide allele segregation in the Mr‐0 x Sha F2 family
Marker name T1G11 NGA63 CIW12
MSAT 
1.4 CIW 1
NGA12
8
MSAT1.1
3
MSAT 
2.5
MSAT 
2.28
MSAT 
2.17
CZSOD 
2
MSAT 
2.10
MSAT 
2.22
MSAT 
3.02052
MSAT 
3.32
MSAT 
3.58
MSAT 
3.20455
MSAT 
3.70
MSAT 
4.00986
MSAT 
4.35 C1W7
MSAT 
4.18
MSAT 
4.14
NGA 
158 ICE1
MSAT 
5.12611
MSAT 
5.8
MSAT 
5.20037
MSAT 
5.19
Chromosome 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5 5
Position (Mb) 1.24 3.22 9.62 14.2 18.37 20.63 25.83 0.21 6.41 10.73 12.02 18.02 19.63 2.05 11.21 18.66 20.43 23.45 0.98 7.55 11.52 11.97 15.21 1.7 5.4 12.61 17.16 20.03 25.92
Nb Sha 43 37 26 23 24 20 32 39 38 39 42 50 46 61 29 16 10 5 33 20 32 31 36 35 40 25 20 26 44
Nb Hz 85 86 99 96 93 94 101 92 94 97 94 91 94 80 94 87 84 76 99 93 89 92 97 95 91 75 86 82 77
Nb Mr‐0 53 54 55 59 65 68 49 51 44 47 46 40 36 33 59 79 88 99 51 25 58 57 49 39 46 68 67 67 47
Total 181 177 180 178 182 182 182 182 176 183 182 181 176 174 182 182 182 180 183 138 179 180 182 169 177 168 173 175 168
P (χ2) 4.1E‐02 1.8E‐02 3.8E‐04 0.4E‐04 9.3E‐06 0.3E‐06 0.7E‐02 4.5E‐02 5.4E‐02 5.1E‐02 8.3E‐02 5.7E‐02 3.8E‐02 6.3E‐04 6.4E‐04 0.3E‐10 1.8E‐16 5.4E‐24 0.9E‐02 0.2E‐04 0.2E‐02 0.2E‐02 2.7E‐02 2.5E‐02 7.6E‐02 0.6E‐06 0.3E‐06 4.8E‐06 5.3E‐02
Hz: heterozygote
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Table S3: Phenotyping and genotyping data for the Sha x Mr-0 F2* family 
A: Sha; B: 
Mr-0; H: 
heterozyg
ote; NA: 
unknown   
  marker T1G11  MSAT1.14  MSAT1.07964 CIW12  MSAT1.12091 MSAT1.4  MSAT1.17898 MSAT1.13  NGA692  MSAT2.5  MSAT2.28 F3P11.6b CZSOD2 NGA168 MSAT2.10 MSAT3.02052 NT204  MSAT3.2  MSAT3.15763 MSAT3.58  MSAT4.00986 IND4.04197 MSAT4.35 CIW7  MSAT4.13 MSAT4.21 ATHCTR1A NGA151 NGA139 MSAT5.10960 MSAT5.16477 MSAT5.20037 JV75.76 
  chromosome 1 1 1 1 1 1 1 1 1 2 2 2 2 2 2 3 3 3 3 3 4 4 4 4 4 4 5 5 5 5 5 5 5 
  position (Mb) 1.24 5.02 7.96 9.62 12.1 14.16 17.9 25.83 28.84 0.21 6.41 8.431 12.02 16.299 18.02 2.05 5.57 9.056 14.76 18.66 0.98 4.197 7.55 11.52 15.30 17.69 0.98 4.67 8.428 10.960 16.477 20.03 23.879 
individual fertility score                                                                   
F2*001 2.1 A H B B B B B H H H B B B H H H H H A A B H H A A A H H H H B B B 
F2*002 3.9 A A A A A A A A A H H H H A H A A A A H H H A A A A B B H H H H H 
F2*003 1.9 H H H A A A A H H H H B B B B B B B H H H H B H H H A A A A B B B 
F2*004 2.8 A A A A H H H H H H H A A A A H H H H H H H H H H H B B B B H H H 
F2*005 1.9 A A A A A NA H H H A H H H B B H H H A A A A A A A A H H H B B B B 
F2*006 0.7 H H H H H H H H H B B B B H H H H H A A H H H H A A B B H H H H H 
F2*007 0.2 A A A H H H H H H B B H H A A H H H H B A A H H H A H H H H H H H 
F2*008 0 H B B B B B B B B A A A A A A A A B B B A A A H B B H H H B B B B 
F2*009 1.4 H H H H H B B B B H B B B H H H H H H A A A A A A A H H H H H H H 
F2*010 0.4 A A A A A A H A A H H H A A A A A H H H H H A H H H B B B B B B B 
F2*011 1.7 A A A H H H A H H H A A A H H H H H H A B H H H H H B B B B B B B 
F2*012 0.1 H H H B B B B H H H H H H H H H H H A A A A A A H H B B B B B B B 
F2*013 0.6 A A A A A H H H H H H H A A A H H H H A B B B B B H B B B B B B B 
F2*014 1.2 A H H H H H H A A H H H H H H A A A H H A A A A A A A H H H H B B 
F2*015 0 A A A A H H H H H H H H H A A H H H B B B B B B B H B B B B B H H 
F2*016 0 H H H H A A H H H B B H H A A B B B B B H H H H H H H H H H H H H 
F2*017 1 H H H H H B B A A H H A A A A H H A A A B B B H H H H A A A H H B 
F2*018 0 H H H H H H H H B B B B H H H B B B B B H H H A A H H H B B H H H 
F2*019 0.7 H H H H H H B H H H H A A H H H H H A A H H A A A A H B B B B B H 
F2*020 0.2 B B H A A A A A H A A B B B B H H H A A H H H B H H A A H B B B B 
F2*021 1.1 H H H H H H H H H B H H H H H B B H A A B B B B H H A A H H H H H 
F2*022 0.4 H H H H H A A A A H H A H H H B B B B B H H H A A A H A A A H H H 
F2*023 1.8 A A A A A A A H H A A A A H H A A A A A A A H H B B H H A H H H H 
F2*024 2.6 H H H H H H H B B H H H H H H H H A A A H H A A H H B B B H A A A 
F2*025 0.1 H H H B B B B B B B H H A A A B B B B A A A H H H H A A H H H H H 
F2*026 2.6 H H H H H NA H H H H A H H H H H H H B H H H H A A A H H H H H H B 
F2*027 1 A H H H H H A H H H H H B B B B B H H H H H H H H H B B B B B B B 
F2*028 0.5 A H H H H H H B B H H H H H H A A H B B H H H H H H B B B B B B H 
F2*029 0 H H H H H NA H H H A A H H B B A A A A H H H H H A A H H H H H H H 
F2*030 2 A A A A H H H H B H H H H H H B B B H H A A A A A H H B B B B H A 
F2*031 0 B B H H H NA H B B H H H B B B A A A H H B B B A A A H H H H B B B 
F2*032 0 B B B B H H H H H B B B B B B A A H H H H H H H H H H H B B B B B 
F2*033 0 H B B H H H H A A H H H H H A H H H H H B B B B B B A A B B B H H 
F2*034 1.1 A A A A A A H H H H H B B B B H H H H H B B H H H H A H B B B B B 
F2*035 1.4 H H H H H H B H H H H H H H H A A H H H B H H A A A H H H H A H H 
F2*036 0 B B B B H H H B H B B B B H H A A A A A B B B B B B H B B B H H A 
F2*037 3.3 A A A A A A A A H H H H H H B B B B H H A A A A A A A A A H H H H 
F2*038 0.3 A A H H B B B A A B B B A A NA B B H H H H H A A A A H H H B B B B 
F2*039 0.5 H H H A H H H H H B B B B H H H H H H H B B H H H H A H B B B H H 
F2*040 0 H H H H B B B B B A H H B B B H H H A A H H H B B B H H B B H H H 
F2*041 0 H H H H H H H H H H A A A A A H H H B H B H H H H H B B B B B B B 
F2*042 3.6 A A A A A A A H H A A A A A A B B H H H B B H H H H H H H H B B H 
F2*043 0.9 H H H A A A H H H H H H H H H H H H H H A H H H H H A A A H A A H 
F2*044 0.1 B H H H B B B H H H B B B H H H H H H A H H B B B B B B B B B B B 
F2*045 3.7 A A A A H H H H H A H B B H H B B H A A H H H H A A H A A A A A H 
F2*046 1.1 B A B B B H H H B B B H H A A H H H H A H H H A A A A A A A H H H 
F2*047 3.2 A A A A A A H H H H H H B B B H H H H B A A H H A A A A H H H H H 
F2*048 1.1 H A A A A A A A A H B B B B B H H H H H H H H H H H H H B H H A A 
F2*049 0.2 H B H H A A A A A A A A A A A A H A A A A A A H H H H H B B B B H 
F2*050 0 B B B B B H H A A H B B H H H A A H H B H H B B B B H H H H H H H 
F2*051 0 B B B B B H H H A H H H H H H H H H H H A A A A H H A A H H B B B 
F2*052 0 H H H H H H H B B B B B B B B B B B B B H A A A H B H H H H B B B 
F2*053 0.2 A A A A A A A H H A A H H H H A A A H H H H B B H H H H H H H H H 
F2*054 3.7 A A A A A A H H H B B B H H H H H H H H B B A A A A H H H H H H H 
F2*055 0.1 H H H H H H B B B B H H H H H H H H A H B H H H H H H H H H H H H 
F2*056 3.5 A A H H H H H H B B B B H H H H H H H H H H A A A A A A H H H H H 
F2*057 1.1 H H H H H A A B B B B B B H H H H H H H H B H H H H H H H H B B B 
F2*058 0 B B B B H H H H H H A A H H H H H H A A H H H B B B H H H H H H A 
F2*059 0 A A A A A H H H H H H H H B B H H H H H H H B B B B H H H H H A A 
F2*060 0 A A A A A A A H H H H H H A A H H B B B A A A H H H A H H H B B H 
F2*061 0 B B B B B B B B B H A A A H H H H H H A H H H H H H H H H H H H H 
F2*062 0.3 A A A A H H B B B H H H H H H B H H H H B B H H A A H B B B H H H 
F2*063 0.1 A A H H H H B B B H H H H H H A A H H H H A H H H H A A H B B B B 
F2*064 0.4 H H H H H H H B B H H A A A A H H H H H H H H H H H H H H H H H H 
F2*065 0 H H H H H H H A A B H H H H H H H H B B A A H B B B B B B B H H H 
F2*066 0 A A A A A A A H H H H H B H H H H H H H B B B B H H B B B B H H H 
F2*067 1.4 A A A A A A A H H H H H H H H A A H B B H H H H A A H H H H B B B 
F2*068 0.1 H H H B B B B B B B B B B B B H H H B B H H H H H H A H H H H A A 
F2*069 0 B B B B B B B H H H H A A H H H H B B H B B H H H H B B H H H H B 
F2*070 0 B B B B B B H H H A A A A A A H H H H H A H H H B B B B B B B B B 
F2*071 0.8 A A A A A A H H H H H H H A A H H H B B H H H H H H H A A H H B B 
F2*072 2.6 A H H H H H H A A H H H H H H A A A A A B B B B B B A A A H H H A 
F2*073 3.2 A H H H A A A A A B H A H H H A A H H H A A A A A A H B B B H H H 
F2*074 0.2 H B H B B B A A A H A A A A A H H H H H B B B B B A B B B B H H H 
F2*075 0.1 A A H H B B B B B A A H B H H H H H H H H H H A A A H H B B B B H 
F2*076 0.2 B B B B B B B B H B B H A A A A A A A A B B B B B B A A A A H H H 
F2*077 0.2 H H B B B B B B B H H H B H H A H A B B H H H H H H A A H H H H H 
F2*078 0.1 B B H A A A H A H B B B H H NA A A A H A A H H B B B H H H H H H B 
F2*079 3.2 A A A A A A A H H H B B H H H H H A A H H H B B B H A H B B B B B 
F2*080 0.4 B B B B B H H A A A A H H H H H H H B B B B A A A A B B B H H A A 
F2*081 0 H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H H B B B B B H 
F2*082 1 B B B H H H H H H H H H B H A H H H H H H H A A A A B B B B B H H 
F2*083 0.2 A A A A A A NA H H H H H H A A H H B H H A A H H H H B B B B B B B 
F2*084 1.3 H H B B B B B H B H H H A A A A A H H H B B B H H H B H H H H H B 
F2*085 0 H B B B H H H H A H B H H H H H H H H H H H H H H H B B B B B B B 
F2*086 0.1 A A A A H H H H H A A H B B NA B B B B B H H B B B B H H H H B B B 
F2*087 0.7 H D A A A A A B B H H H B B B A A H H H H H H H H H B B B B H H H 
F2*088 0.5 H H H H H H H A A A A A A A A H H H B H A A A A A H H H A A H H H 
F2*089 0 B B B B B H H B H H H H H B B H A A A A H H H H H B B B H H H A A 
F2*090 0 H H A A A A A A A H H H H H H H B B B H H H H H H H H B B B B B B 
F2*091 1.2 A A A A A A A H H A A A H H H H H H A A H H B B B B H B B H H H H 
F2*092 0 B B B B B B H H H H A H H H H A A H B B B B B H H H H H H H H H H 
F2*093 2.1 H H H H H H H H A B B B B B B H H H H H H H H A A A B B H A A A A 
F2*094 0 H H H H B H H B B H H H B B B H H H H H B B B B B B H H B B B B B 
F2*095 0 B B B B B B B B B H H H B B B H H H H H B H H H H B H H H H B H H 
F2*096 0 H H H H H H H H A H H NA H A A A A H H H A A A B H H H B B B B B B 
F2*097 0 B B B B B B B B B H A A A A A B B B H A B H A A A A H H B B B B B 
F2*098 0 B B B B B B B B B B H A A A A A A A A A H H H H H H B B B B B B H 
F2*099 0 B B B B B B B B B B B B B B B B B B H H B B B B H H H H H H B B B 
F2*100 0.1 H H H H H B B B B B B B B B B H H H B H A A A H H H A A B B B B B 
F2*101 0 H B H H B B B H H H H H H H H A A A A A H H H H H H H B B B B B H 
F2*102 0 H H H H B B B B B H A H H H H A A A H H A B B B B B B B B B B H A 
F2*103 2.6 A A A A A A A H H B H H H A A A A A A A B B H H H H B B B B B B B 
F2*104 1.3 A A A A H B B H A A A A A A H H H A H H H H H H A A B B B B H H H 
F2*105 0.3 A A A A A H H B B H B H H H H A A A A H B B B H H H A H H H H B B 
F2*106 3.9 A A A A A A A A H A A A A A A A A A A A B B H A A A H B B B B B B 
F2*107 0 H H H H H H H H H H B B B B B H H A H B H H H A A A B H H H H A A 
F2*108 0 B B B B H B H H H H B B B A A B B B H H B H H H A A B B B H H A A 
F2*109 0 H H B B B B B B B H H B B B B H B B B B B B B B H H A A H H H H H 
F2*110 0 H H H H H H H H H H H H H H H B B B B B H H H H H H H H B B B B B 
F2*111 3 A A A A A A A A H A A A A A A H H A A A H H H H H B B B B B B B B 
F2*112 1.1 A A H H H H H H A A A A H H A H H A A A H H H H H H B B B B H H H 
F2*113 0.3 H H H H H A A A A H H H A A A B B H H H B B B B B B A A H H H B B 
F2*114 0 B A H B B B B B H H H H H H H H H H A A B B B B B B A A A H H H B 
F2*115 0 H H A A A A A H H H A A H H H H H H A A H B B B H H B B B B B B B 
F2*116 0.4 H H A A A A A H H A A A A A A H H H B H H H H H H H H H H H H H A 
F2*117 0 B B B B B B B H H H H H A A A B B B B B H H A A A A H H H H H H H 
F2*118 0 H H H B B B B B B B B H H H H H H H H B H H H H H H B B B B B B B 
F2*119 0.5 H H H H A A A H H H H H A A A H H H H H H H H B B B B H H H B B B 
F2*120 0.1 A A H H H H H A H B B B B B B H H B H H A A H B B B H H H H B B B 
F2*121 0 B H H H H H H B B B B B B A A A A H H H A A A H H H H H H H H H H 
F2*122 3.7 A A A A A A A H H B H A A A A H B B H H B H H A A H A A A H H A H 
F2*123 0 H H H H H H B B B A A A A A A B B B B B B B H H A A B B B B B B H 
F2*124 0 H H H H H B B B B H H A H H H A A A H H H H H H H H H A A H H H B 
F2*125 1.5 H H H H H H A A A A A A B B B H H H H H H H H A A A B B B B B B H 
F2*126 0 H H H H H B B H H H H H H A A H H H H H H H B B B B H H H H B B B 
F2*127 0 A A A A A H H H H A A A A H H B B B B H A A B B H H B B B B B B B 
F2*128 1.6 B B B B B B H H H B B H H H H H H A A A H H A A A H A A A H H H H 
F2*129 3.9 A A A A A A A A A B H H H H H H H H A H H H H H A A A A A B B B B 
F2*130 0 B H H H H H H A H B B B B B B B B A A H B B B B B B B B B B H H H 
F2*131 0.7 B B B H H H A A H H H B H A A H B B H A H H H H H H H H A A H H H 
F2*132 0.9 H B B B B B H B B H H H H A A H H H H A H H H H H B H H H H H H H 
F2*133 0 B H H H H H B B B A A H H H H A A A A A H H H H H H H B B B B B B 
F2*134 0 A H H B B C B H H H H H H B B B B B B H H H H B B B H H H H B B B 
F2*135 3.2 H H H H H H H H H H B B B H H A A H H B H H H A A A A H A A A A A 
F2*136 0.1 H H H H H H H H H A A A H H H H H H H H A A H B B B A A A A B B B 
F2*137 0.1 B H H H H H H H H H B B B B B H H H A A B B H H B B A B B B H H H 
F2*138 0 H B B B B B B B B H H H H B H H H H H H H H H H H H A A H H B B B 
F2*139 0 B B H H NA H H A H H H H H A A A A A H B B B B B B B B B H H H H H 
F2*140 0.6 H H H H H H H A H B B B B B B A A A H H B B H A A A H B B B B B B 
F2*141 2.3 H H H H H H H H H A A A H B B A A A A A B B B H H H H H H H A A A 
F2*142 1 H H H H H H H B B B B H H H H H H H H H B B B B B B A A A A H NA H 
F2*143 0.3 B B B B H A A H H B B H A A A H H B B H H A A H H H H H H H H A A 
F2*144 1.7 H H H H H A A A A H H A H H H H H H H H H H H A A A H B B H H A H 
F2*145 0 B H H H H H H A A A A A H H H H H H A A B B B B H H H H H H H B B 
F2*146 0 H B B B B B H H A B H H H A A H H H B B H H H H H H A A B B B B B 
F2*147 0.2 A A A A A A H H H H H H B B B A A A A A A A H H H H B B B B B H A 
F2*148 1 H H H A A A A A A H A A A A A A A A H H H H H H A A H H H B B B B 
F2*149 0.1 H H H H H H H H H B H H H H H B B H H A H H H H H H H B B B B B B 
F2*150 1.7 B H H H H H B B H H H H H B H B B A A A A A H H H H A A A A H H H 
F2*151 0 H H H H H H H B B B B B B H A B B B B B B B B B B B B B H H H A A 
F2*152 0.1 H A A A A A A A A B B B B B B H H H A H A A H H B B B B B B B B B 
F2*153 0.4 A A H H H H H H H H B B B H H A A H H H B H H A A A B B B B B B B 
F2*154 1.1 H H H H A A A A A H B B B B B A A A A H A A A A A A B B B B B B B 
F2*155 2.2 A A A A H H H H H H H H H H A H H H H H H A A A A A H H H B B H H 
F2*156 0.4 NA NA A H H H H B B B NA B NA B NA NA NA NA NA NA B NA NA H A NA NA NA NA NA H H NA 
F2*157 1.2 A A A A A A H B B B B H H H H A A A A A H H H H A A B B B B B B B 
F2*158 0 H H H H H H B B B H B B B B B H H H H B H H H H H H H B B B B B B 
F2*159 0 A H H H H B B B B A A H H H H H H B H A H A A H H H H H H H H B H 
F2*160 0.1 B H H H H A A A A A A H B B B A A H H H A H H H H H A A A A H H H 
F2*161 1 B B B B B H H H H H H H H B B B B B A A A A A H H H B B B B B B B 
F2*162 0.4 H H H A A A A A B H B B H H A A A A H H H B B B B H A A H B B B H 
F2*163 0.2 H H H H A A A A H H H H H H H A A A A A A H H B B B B B B B B B B 
F2*164 0.8 A A A A H H H H B H H H H H B B B B H H H B B B B B A A A H B B B 
F2*165 3.4 A A A H H H H A A H H H A A A H H A A A A A A A A A H B B B B B B 
F2*166 1 H A A A A A A H H H B B B H H H H H H H H H H A H H H H H H H H H 
F2*167 2.3 A A H H H H H H H H H H H H H B B H A H H H H A A H A A A A B B B 
F2*168 0 B B H H H H A A H A A A H H H H H H A A H H A H H H H H B B B B B 
F2*169 3.1 A A A A A A H B B H H H H H H B B B H H H H H H H B A A A A H H H 
F2*170 1 A A A A A A A A A B A A A A A H B B H H H H H H H H B H H H B B B 
F2*171 0.1 B B B B B H H H A H H H H B B H H H A A B B B B B B A A A A H B B 
F2*172 0.5 H H H H A A A H A A A H H H H B B B H H A A A A A A H H H H H H H 
F2*173 0.7 H H H A A A A A A B H H H H H H H H B B H H H H H H A A A H H B B 
F2*174 0 A A A A B B B B B A A A H H H B B B H H H H H H H H A A H H B B B 
F2*175 1.6 H A A A A A A A A H A A A A A A A A A A H H H H H H B B B B B B B 
F2*176 0 H H H H H H H A A B H H H A B H H H A A B B B B B B H B B B B B B 
F2*177 1.2 H H H H H H H H H B B B B H H H H B B H B B A A H H B B B B H A A 
F2*178 0.6 A A A H B B B H H H H H H H A A A A A H A A A A A H H H H H H A A 
F2*179 0 H H H H H H H H H A A H H H H A A A H H B B B B B B H H H H H H H 
F2*180 0.1 H A H H H H H A A H A A A H H H H H H H H A A H H H A H H H H H A 
F2*181 0 B B H H H H H H H A A A H H H H H H H H H H H H H H B B B B B B B 
F2*182 0 H H H H H H B B B H H B B B B A A H H H H B B B H H H H H A H H H 
F2*183 0 A H H H A A A H H A A A H H H B B B B B A A H H H H H H H H H A A 
F2*184 0.1 H H H H A B A B B B H H H H A A A H H A A H H B B H H H B B B H H 
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?B‐descendance d'une famille [Sha] Q1aHQ1bHL1ML3H x [Mr‐0] Q1aHQ1bHL1ML3H
ID Note fertilité
T1G11         
(1,24 Mb)
MSAT1.07964 
(7,96 Mb)
CIW12       (9,62 
Mb)
MSAT1.12091 
(12,1 Mb)
IND1,17617 
(17,6 Mb)
NGA128 
(20,63 Mb)
F5I14 (24,37 
Mb)
MSAT3.23007     
(23,01 Mb)
MSAT3.23289    
(23,29 Mb)
#058 0,1 MR MR MR MR MR MR MR
#014 0,4 HZ MR MR MR MR MR MR
#037 1,3 HZ MR MR MR MR MR MR
#047 1,5 MR HZ HZ HZ MR MR MR
#165 1,9 HZ HZ HZ HZ MR MR MR
#068 2,0 HZ HZ HZ HZ MR MR MR
#093 2,4 HZ MR MR MR HZ MR MR
#113 2,4 MR MR HZ HZ HZ MR MR
#002 2,7 MR MR MR HZ HZ MR MR
#045 2,9 MR MR MR HZ HZ MR MR
#099 3,0 HZ MR MR HZ HZ MR MR
#011 3,1 HZ HZ HZ HZ HZ MR MR
#181 3,1 MR HZ HZ SHA SHA MR MR
#052 3,2 HZ MR MR HZ HZ MR MR
#003 3,2 MR HZ HZ HZ HZ MR MR
#012 3,3 HZ HZ HZ HZ HZ MR MR
#038 3,4 MR HZ HZ HZ HZ MR MR
#074 3,5 HZ SHA SHA SHA SHA MR MR
#162 3,5 HZ HZ HZ SHA SHA MR MR
#016 3,6 SHA HZ HZ SHA SHA MR MR
#001 3,7 MR HZ HZ SHA SHA MR MR
#177 3,7 MR HZ HZ HZ SHA MR MR
#174 3,8 HZ HZ HZ SHA SHA MR MR
#100 3,8 HZ HZ HZ MR HZ MR MR
#082 3,8 SHA SHA HZ HZ HZ MR MR
#054 3,9 HZ HZ HZ HZ SHA MR MR
#013 4,0 SHA SHA SHA SHA SHA MR MR
#076 4,0 HZ SHA SHA SHA SHA MR MR
#090 4,0 SHA SHA SHA SHA SHA MR MR
#156 4,0 HZ HZ SHA SHA SHA MR MR
Annexe 1: corrélation génotype/phénotype à Q1a et Q1b dans deux familles
A‐descendance d'une famille [Sha] Q1aHQ1bHL1HL3H x [Mr‐0] Q1aHQ1bHL1HL3H
ID Note  fertilité
T1G11         
(1,24 Mb)
MSAT1.07964 
(7,96 Mb)
CIW12         
(9,62 Mb)
MSAT1.12091 
(12,1 Mb)
IND1.17617 
(17,6 Mb)
NGA128 
(20,63 Mb)
F5I14 (24,37 
Mb)
MSAT3.23007    
(23,01 Mb)
MSAT3.23289    
(23,29 Mb)
#079 0,0 HZ MR MR MR MR HZ HZ MR MR
#080 0,0 MR MR MR MR MR HZ HZ MR MR
#090 0,0 MR MR MR MR HZ HZ HZ MR MR
#157 0,0 MR MR MR HZ HZ HZ HZ MR MR
#131 0,0 HZ MR MR MR MR MR HZ MR MR
#186 0,0 MR MR MR MR MR HZ HZ MR MR
#238 0,0 HZ MR MR MR MR MR HZ MR MR
#057 0,1 MR MR MR MR HZ HZ HZ MR MR
#018 0,2 HZ MR MR MR MR MR MR MR MR
#146 0,4 HZ HZ HZ HZ HZ MR MR MR MR
#258 0,5 HZ MR MR MR MR MR MR MR MR
#143 0,5 MR HZ HZ HZ HZ HZ HZ MR MR
#110 0,6 SHA HZ HZ HZ HZ HZ HZ MR MR
#260 0,7 MR MR HZ HZ HZ HZ HZ MR MR
#055 0,7 HZ HZ MR MR MR MR HZ MR MR
#059 0,8 HZ HZ HZ MR MR MR MR MR MR
#149 0,8 MR HZ HZ HZ HZ HZ HZ MR MR
#267 1,0 HZ MR MR MR HZ HZ HZ MR MR
#076 1,8 HZ HZ HZ HZ HZ HZ HZ MR MR
#177 2,1 HZ MR MR MR HZ HZ HZ MR MR
#016 2,3 HZ HZ HZ HZ MR MR MR MR MR
#015 2,7 HZ HZ HZ HZ HZ HZ SHA MR MR
#098 2,8 MR HZ HZ HZ HZ MR MR MR MR
#006 2,9 HZ HZ HZ HZ MR MR MR MR MR
#241 3,3 MR MR MR HZ HZ HZ HZ MR MR
#247 3,4 SHA HZ HZ HZ HZ HZ HZ MR MR
#002 3,5 HZ HZ HZ HZ HZ HZ SHA MR MR
#176 3,5 SHA HZ HZ MR MR MR MR MR MR
#147 3,5 HZ HZ HZ HZ HZ HZ HZ MR MR
#074 3,6 HZ HZ HZ HZ HZ SHA SHA MR MR
#233 3,7 MR HZ HZ HZ MR MR MR MR MR
#031 3,8 HZ HZ HZ SHA SHA SHA sha MR MR
#182 3,8 HZ HZ HZ SHA SHA SHA SHA MR MR
#207 3,8 HZ HZ HZ HZ HZ HZ MR MR MR
#061 3,9 HZ HZ HZ HZ HZ SHA SHA MR MR
#169 3,9 HZ HZ HZ HZ SHA SHA SHA MR MR
#003 3,9 SHA HZ HZ HZ HZ SHA SHA MR MR
#159 3,9 MR MR HZ HZ SHA SHA SHA MR MR
#025 4,0 HZ HZ SHA SHA SHA SHA SHA MR MR
Q1A Q1B L1
L3
Annexe 1: Conséquences de l’effet pollen killer sur les effectifs
théoriques d’une descendance en autofécondation.
Pollen
Sha
(p= 1/2 ‐ 
Mr‐0           
(p = 1/2 + 
Sa
c 
em
br
yo
nn
ai
re
Sha
(p = 1/2) 1/4 ‐ /2 1/4  + /2
Mr‐0 
(p = 1/2)
1/4 ‐ /2 1/4  + /2
Sha
Mr‐0
Hz
Effectifs dans la descendance d’autofécondation
proportion d’homozygotes Sha =1/4 ‐ (a/2)
proportion d’homozygotes Mr‐0 = 1/4 + (a/2)
proportion d’hétérozygotes = (1/4 + a/2) + (1/4 ‐ a/2) = 1/2
1/2‐a= (proportion de grains de pollen Sha survivants qui 
participent à la génération suivante)
Annexe 2: alignement des reads de séquence de l’accession Sha sur la
séquence de référence de Col‐0 au locus PK3 (source: 1001 génomes).
Intervalle PK3
absences de couverture de la séquence de Col‐0
Annexe 3: alignement des reads de séquence de l’accession Etna‐2 sur la
séquence de référence de Col‐0 au locus PK3 (source: 1001 génomes).
Intervalle PK3
absences de couverture de la séquence de Col‐0
Annexe 4: amplifications de 20 fragments PCR au locus PK3 
L: échelle de poids moléculaire (GeneRuler DNA ladder mix ci‐joint)
C: Col‐0
S: Sha
M: Mr‐0
Cv: Cvi‐0
Et: Etna‐2
O: H2O
520F1/460R4 
(Col‐0: 6552 bp) 
C     S   M    Cv   Et   O    L
430F3/440R4
( Col‐0: 1257 bp)
L      C      S        M      Cv      Et      O        L
440R2/460F2
(Col‐0: 7538 bp)
L    C    S     M  Cv   Et 
460R3/470F2 
(Col‐0: 1757 bp)
C     S     M   Cv   Et    O      L  
460R4/470F1 
(Col‐0: 2873 bp)
L     C        S      M     Cv    Et       O
490F1/499R2
(Col‐0: 2821 bp)
L      M     Et     C       S     Cv     O
460R4/480F1
(Col‐0: 6630bp)
L    C     S   M   Cv   Et  O
480R1/490R1
(Col‐0: 2345 bp)
L        C       S      M       Cv       Et    O
560F1/570R2
(Col‐0: 2645 bp)
560F2/570R2
(Col‐0: 1204 bp) 
M Et            C          S         Cv        O M Et        C             S       Cv        O          L
570F1/570R0
(Col‐0: 2660 bp)
L        M        Et          C          S          Cv       O           L 
570F1/580R0 
(Col‐0: 7106 bp)
L       C      S     M     Cv    Et     O
570F0/590F0 
(Col‐0: 7834bp)
C     S      M    Cv     Et    O                                                       L
610F0/620R0 
(Col‐0: 5275 bp)
L     C    S    M   Cv   Et   O
620F1/630R1 
(Col‐0: 4171bp)
C    S     M   Cv   Et   O     L
499F1/500R2   
(Col‐0: 1680 bp)
L           C            S            M            Cv           Et          O          L
510F1/520R1
(Col‐0: 3620 bp)
L     C     S     M    Cv     Et     O      L
540F1/560R1 
(5370 bp) 
L       C       S     M     Cv      Et   O
500F2/510R2
(Col‐0: 2228 bp)
C  S  M  O                           L
528R1/550R1 
(Col‐0: 5435 bp)
L                                                               C      S       M      Cv     Et    O
#1 #4 #5 #6 #7#2 #3
#8 #11 #12 #13#9 #10
#14 #17 #18 #19 #20#15 #16
Annexe 5: variations structurales au locus PK3 chez Sha par rapport à Col‐0
insertion
délétion
couple de primer utilisé    
X gène délété chez Sha
élément transposable
430F3
440R4
440R2
460F2
X
460R3 570F1
470F2
460R4
470F1
480F1
480R1
490R1
490F1
499R2
499F1
500R2
500F2
510R2 520R1
510F1
520F1
460R4
528R1
550R1
540F1
560R1
560F2
570R2 570R0
630R1
580R0
570F0
590F0
610F0
620R0
620F1
580R1 580R0
PK3 
Annexe 6: variations structurales au locus PK3 chez Mr‐0 par rapport à Col‐0
insertion
délétion
… jonctions non déterminées
430F1
430R1
couple utilisé pour cribler la banque de fosmide
X  gène délété chez Mr‐0
couple de primer utilisé
élément transposable 
430F3
440R4
440R2
460F2
X
460R3 570F1
470F2
460R4
499R2
499F1
500R2
500F2
510R2 520R1
510F1 520F1
460R4
528R1
550R1
540F1
560R1
560F2
570R2 570R0 630R1580R0
570F0
590F0
610F0
620R0
620F1
X
X
X
X
X
470F1 480F1
480R1
490R1
490F1
A
560F1
581R1
590F1
BA’… …
D2 D3
D1
…
430F1 430R1 499F1 500R3 630F1
630R2
PK3 
Annexe 7: estimation de la taille des
inserts de la banque de fosmides Mr‐0.
‐ 3 clones vides
‐ taille moyenne = 35 Kb
M1   M2  M3  M4  M5  M6  M7 M8   M9  M10   L  40Kb
10 Kb
3 Kb
1 Kb
40 Kb
Clones de la banque Mr‐0
L
Annexe 8: résultat du clustering de 669 accessions naturelles
d’Arabidopsis thaliana (d’après Simon et al, 2015).
Annexe 9: carte du vecteur pCC2FOS
